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Atopik dermatit (AD) giiniimiizde oldukca sik goriilen, 6zellikle 2 ay ve 5 yas araliginda
ilk semptomlarin meydana geldigi kronik inflamatuar bir deri rahatsizligidir. Siklikla
goriilen semptomlar arasinda cilt kurulugu, kuru cilde bagli olusan kasinti, kanayan deri,
lezyonlu ve berrak akintili yaralar yer almaktadir. Semptomlar genellikle yanak bolgesi,
diz arkalarn ve ellerde goriilmektedir. Ayni1 zamanda kasint1 ve pullu derinin yanisira
deride renk degisimine de siklikla rastlanmaktadir. Semptomlarda dénem dénem azalma
goriilse de tekrarlama siklig1 fazladir ve bu semptomlar giderek siddetlenebilir. AD,
agirlikli olarak erken ¢ocukluk doneminde meydana gelse de gilinlimiizde ¢ocukluk,

ergenlik ve yetiskinlikte de oldukca sik karsimiza ¢ikmaktadir.

Semptomlarin uzun siireli hafifletilebilmesi adina 6nerilen tedavi yaklasimlar: steroidal
kremlerdir. Steroidal kremler, inflamasyonun ve meydana gelen tahrisin azalmasini
saglasa da uzun vadede tamamen iyilesmeyi saglamaz bunun yanisira bir¢ok yan etkisi
bulunmaktadir. Bu nedenle, giiniimiizde bitki kaynakli ve dogal kaynakli tedaviler i¢in

arastirmalar giderek artmaktadir.

Flavonoidler, anti-kanser, antioksidan, anti-enflamatuvar, yaslanma karsiti gibi birgok

terapoOtik alanda gosterdigi faydalar ile one cikan fitobilesiklerdir. Flavonoidler,



yapraklarda, c¢igeklerde, koklerde ve meyvelerde bulunurlar. Flavonoidlerin etki
mekanizmalarinin prensibi oksidatif stresin azaltilmasi ve bagisiklik sisteminin
uyarilmasini temel alir. Cesitli reaksiyonlarda indirgeyici ajanlar olarak hareket ederler

ve oksidatif hasar1 indirgeyici etki gosterirler.

Flavonoidlerin Flavon alt simifina dahil olan Apigenin (4',5,7-trihidroksiflavon)
maydanoz, kereviz, sogan gibi sebzelerde, meyvelerde, papatya, kekik, feslegen gibi
bitkilerde bol miktarda bulunur. Bitki kdkenli bir flavonoid olan apigenin, bir¢ok alanda
kendini gosteren tibbi faydalar1 ile O6ne ¢ikan bir fitobilesiktir. Literatiirde yapilan
calismalarda Apigenin flavonoidinin cilt bariyerini iyilestirmede ve cilt hastaliklarinin

meydana getirdigi lezyonlari iyilestirmede etkili oldugu tespit edilmistir.

Tez c¢alismast kapsaminda, apigenin flavonoidinin anti-inflamatuar etkilerini
degerlendirmek i¢in yeniden yapilandirilmis insan epidermis (RHE-reconstructed human
epidermis) modeli kullanilmistir. Ug boyutlu hiicre kiiltiir modeli olan bu modelde verimli
bir epidermal bariyerin iiretimini saglamak icin, keratinositlerin tabakalagsmalarini
destekleyen hava—sivi ara yiizii kosullarinda kerasinositler kiiltiire edilmistir. HaCaT
hiicreleri, in vitro AD 6zelliklerini taklit etmek i¢in interlokin (IL)-4, IL-13 ve TNF-a ile
uyarilmistir. Ardindan, apigenin flavonoidinin inflamasyon ve yara iyilesmesi tizerindeki
etkilerinin degerlendirilmesi icin belirlenen dozlarda ve siirede enkapsiile edilmis ve
edilmemis olan apigenin ile uyarimistir. Elde edilen RNA ve hiicre kiiltiir
slipernatantlarinda atopik dermatitte etkisi oldugu bilinen sitokinler olan TSLP, IL-22,
IL-6 seviyelerindeki degisiklikler ELISA ile ve IL-6, IL-1f3, TSLP ger¢ek zamanli PZR
ile belirlenmistir. Ayrica atopik dermatitte olusan yaralar {izerine apigeninin iyilestirici

ozelligini incelemek i¢in ¢izik migrasyon testi yapilmistir.

Elde edilen tiim sonuglar degerlendirildiginde, hava—sivi ara yiizii kosullarinda
keratinositlerin IL-4, IL-13 ve TNF-a ile uyarim sonucunda RHE hiicre kiiltiir modelinin

ve AD modelinin basarili bir sekilde gerceklestirildigi goriilmektedir.

Yeniden yapilandirilmis insan epidermis modeli olusturulan hiicre kiiltiirii deneylerinde,
enkapsiile apigenin uygulanan dozlarin serbest apigenin uygulanan dozlara kiyasla hiicre
canlilig1, yara iyilesmesi ve IL-6 gen ifadesi ve protein salimi iizerine ¢cok daha etkili
oldugu tespit edilmistir. Tez ¢alismasinda elde edilen sonuglar 1s18inda, apigenin
flavonoidinin atopik dermatit hastalig1 iizerinde yara iyilesmesi ve anti enflamatuvar

ozellikleri nedent ile etkili bir biyoaktif madde oldugu gdsterilmistir. Bu sonuglar 1s181nda
I



apigeninin atopik dermatit gibi enflamatuvar hastaliklar i¢in potansiyel bir tedavi araci

olabilecegini sdylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Apigenin, Atopik dermatit, flavonoid, keratinosit hiicre kiiltiiri,

inflamasyon, yara iyilesmesi
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Atopic dermatitis (AD) is a chronic inflammatory skin disease that is quite common
today, especially with the first symptoms occurring between the ages of 2 months and 5
years. Common symptoms include dry skin, itching due to dry skin, bleeding skin, lesions
and clear discharge wounds. Symptoms are usually seen in the cheek area, behind the
knees and hands. In addition to itching and scaly skin, skin color change is also frequently
seen. Although symptoms decrease from time to time, recurrence is high and these
symptoms can gradually become more severe. Although AD occurs predominantly in
early childhood, it is also quite common in childhood, adolescence and adulthood today.
The recommended treatment approaches for long-term relief of symptoms are steroidal

creams. Although steroidal creams reduce inflammation and irritation, they do not



provide complete recovery in the long term and have many side effects. For this reason,

research into plant-based and natural treatments is increasing today.

Flavonoids are phytocompounds that stand out with their benefits in many therapeutic
areas such as anti-cancer, antioxidant, anti-inflammatory, anti-aging. Flavonoids are
found in leaves, flowers, roots, and fruits. The principle of the mechanism of action of
flavonoids is based on the reduction of oxidative stress and stimulation of the immune
system. They act as reducing agents in various reactions and have a reducing effect on

oxidative damage.

Apigenin (4',5,7-trihydroxyflavone), which is included in the Flavon subclass of
flavonoids, is abundantly found in vegetables such as parsley, celery, onion, fruits, and
plants such as chamomile, thyme, and basil. Apigenin, a plant-based flavonoid, is a
phytocompound that stands out with its medical benefits in many areas. Studies in the
literature have found that Apigenin flavonoid is effective in improving the skin barrier
and healing lesions caused by skin diseases. Within the scope of the thesis study, a
reconstructed human epidermis (RHE) model was used to evaluate the anti-inflammatory
effects of apigenin flavonoid. In this model, which is a three-dimensional cell culture
model, keratinocytes were cultured under air-liquid interface conditions that support the
stratification of keratinocytes in order to ensure the production of an efficient epidermal
barrier. HaCaT cells were stimulated with interleukin (IL)-4, IL-13 and TNF-o to mimic
in vitro AD properties. Then, they were stimulated with encapsulated and unencapsulated
apigenin at the determined doses and durations to evaluate the effects of apigenin
flavonoid on inflammation and wound healing. Changes in the levels of TSLP, I1L-22, IL-
6, which are cytokines known to have an effect on atopic dermatitis, were determined by
ELISA in the obtained RNA and cell culture supernatants, and IL-6, IL-13, TSLP were
determined by real-time PCR. In addition, a scratch migration test was performed to

examine the healing properties of apigenin on wounds formed in atopic dermatitis.

When all the results obtained are evaluated, it is seen that the RHE cell culture model and
the AD model were successfully realized as a result of the stimulation of keratinocytes
with 1L-4, 1L-13 and TNF-a in air-liquid interface conditions. In the cell culture
experiments in which the reconstructed human epidermis model was created, it was
determined that the doses applied with encapsulated apigenin were much more effective
on cell viability, wound healing, and IL-6 gene expression and protein release compared

\



to the doses applied with free apigenin. In the light of the results obtained in the thesis
study, it was shown that apigenin flavonoid is an effective bioactive substance on atopic
dermatitis due to its wound healing and anti-inflammatory properties. In the light of these
results, it can be said that apigenin may be a potential treatment tool for inflammatory
diseases such as atopic dermatitis.

Keywords: Apigenin, Atopic dermatitis, flavonoid, keratinocyte cell line, inflammation,

wound healing
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1. GIRIS

Atopik dermatit (AD), giiniimiizde olduk¢a sik rastlanan ¢evresel ve genetik birgcok
faktore bagl olarak ortaya ¢ikan, kronik inflamatuar deri hastaligidir. Atopik dermatit
hastaliginda en sik karsilasilan belirti rahatsiz edici, uzun siireli kagintidir ve ilk belirtileri
genellikle erken ¢ocukluk ¢agi olarak adlandirilan 5 yasindan 6nceki donemde meydana
gelir. AD, ‘atopik yiiriiylis’ olarak adlandirilan birbirini takip eden atopik hastaliklar
dizisinin ilk basamaginda yer alir. Gelecek yillarda meydana gelebilecek alerjik
hastaliklarin habercisi niteligi tasir ve astim, alerjik rinit gibi hastaliklarin olusma
durumunu 6ngorebilmeyi saglar. Atopik dermatit hastaliginda klinikte karsilasilan en

onemli bulgular ciltte meydana gelen kuruluk ve kasintili deri lezyonlaridir.

Atopik dermatite 6zgii olarak nitelendirilen lezyonlu cilt yaralari, hastanin cildindeki
kuruluk sonucu olusan kasinti ile tetiklenir. Epidermal bariyerin yapist ve islevindeki
bozulma cilt gegirgenligini arttirir, bu da derinin cilt mikrobiyomu ve ¢evresel faktorlere
kars1 direncini oldukga azaltir. Direncin azalmasi ile cilt, dis antijenlere ve inflamasyona
daha agik hale gelir. Inflamatuar semptomlarin hafifletilebilmesi amaciyla, klasik tedavi
yaklasimlari olarak steroidal ve steroidal olmayan ilaglar ile tedavi yontemleri uygulanir.
Bu tedavi yontemlerinin semptomlar {izerindeki olumlu etkisi, goriilen yan etkiler ve

ilaglarin uzun siireli kullanim sonucu direng meydana gelmesi nedeniyle sinirhdir.

Atopik dermatitte hastaligin onlenmesi ve tedavisi i¢in dogal icerikler ile desteklenen
tedavi yontemleri gelistirmek olduk¢a Onemli bir hale gelmistir. Flavonoidler,
antioksidan etkileri ve bagisiklik destekleyici ozellikleri ile giiniimiizde hastalik
tedavilerinde kullanilan ikincil bitki metabolitlerinin énemli bir simifidir. Flavonoidler,
yapilan arastirmalarda terapdtik etkinlikleri nedeni ile cesitli kronik hastaliklarin
tedavisinde ve dnlenmesinde alternatif bir yaklasim olarak sik arastirilan bir konu haline

gelmistir.

Flavonoid ailesinin bir iiyesi olan Apigenin (4',5,7-trihidroksiflavon), kereviz sapi, nane,
kekik, maydanoz, sogan, sarimsak, portakal, elma, papatya gibi cesitli meyve ve
sebzelerde bol miktarda bulunur. Literatiirdeki ¢alismalar incelendiginde, apigenin
flavonoidinin inflamatuar belirtegleri ve molekiiler hedefleri asagi regiile ederek ciltte
meydana gelen iltihab1 indirgedigi tespit edilmistir. Calismalarda, apigenin flavonoidinin

inflamatuar ve immiin yanitta olduk¢a 6nemli olan MAPK, NF-xB ve Jak/STAT sinyal

1



yolaklar1 asagi diizenleyerek proinflamatuar sitokinlerin, biyiime faktorlerinin ve

inflamatuar mediatorlerin diizeylerini azalttig1 gorilmiistiir.

Bu veriler 1s181nda, apigeninin atopik dermatit hastaliginda olusan kasinti, lezyonlu deri
olusumlar1 gibi semptomlar1 inflamatuar yolaklarin baskilanmasi yolu ile

iyilestirebilecegi diisiiniilmektedir.

Yapilan bu tez c¢alismasinda, apigenin flavonoidinin anti-inflamatuar etkilerini
degerlendirmek i¢in yeniden yapilandirilmis insan epidermis (reconstructed human
epidermis, RHE) modeli kullanildi. U¢ boyutlu hiicre kiiltiir modeli olan bu modelde
verimli bir epidermal bariyerin liretimini saglamak i¢in, keratinositlerin tabakalagsmalarini
destekleyen hava—sivi ara yiizii (Air Liquid Interface) kosullarinda kerasinositler kiiltiire
edildi. HaCaT hiicreleri, in vitro AD 6zelliklerini taklit etmek i¢in interlokin (IL)-4, IL-
13 ve Timor Nekroz Faktorii (TNF)-a ile uyarildi. Ardindan, apigenin flavonoidinin
inflamasyon ve yara iyilesmesi tizerindeki etkilerinin degerlendirilmesi i¢in belirlenen

dozlarda ve siirede apigenin ile uyarildi.

Elde edilen hiicre kiiltiir siipernatantlarinda atopik dermatitte etkisi oldugu bilinen
sitokinler olan Timik Stromal Lenfopoietin (TSLP), IL-22 ve IL-6 sitokinlerin
seviyelerindeki degisiklikler ELISA ile belirlendi. Apigenin ile uyarim sonrasinda atopik
dermatit patolojisinde 6nemli olan IL-6, IL-1f, TSLP genlerin ifadesindeki degisim
gercek zamanlt PZR deneyi ile degerlendirildi. Ayrica AD’nin en Onemli
semptomlarindan olan kasinti sonucu olusan cilt yaralarinin iyilesmesi iizerine olan

etkileri de yara iyilesme modeli kullanilarak degerlendirildi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Deri

Epidermis, deriyi olusturan 3 tabakanin en dis katmaninda yer alir. Yaklasik 15-30 nm
kalinligindadir. Protein ve lipit tabakasindan olusur ve koruyucu bir kalkan goérevi
gorerek viicudu ¢evresel uyaranlara karsi savunur. Ayni zamanda, nemin tutulmasi ve

bagisiklik sisteminin korunmasi gibi gesitli islevleri de bulunur.

Epidermis, asil olarak Keratinosit hiicrelerinden olusur. Bu hiicrelerin yanisira
epidermiste yer alan hiicreler; Langerhans hiicreleri, melanositler ve Merkel hiicreleridir.
Bu hiicreler, dayaniklilik saglayarak derinin korunmasina yardimci olur. Epidermis,
farklilasan keratinositler sayesinde daimi olarak yenilenir. Meydana gelen epidermal
farklilasma sirasinda, keratinositler lipit tiretir ve hiicre disinda lipit agisindan zengin

tabakalar olusturulur [1].

Stratum korneum (iist tabaka)

=
Graniiler tabaka
Stratum spinosum Epidermis
(dikensi tabaka)
Stratum basale( Bazal katman) —
=5 /)
/
Dermis
-/
/)
Hipodermis
—

Sekil 2.1. Derinin katmanlari, BioRender ile olusturulmustur.



Keratinositler, insan epidermisindeki temel hiicre tiirleridir. Epidermiste ana bilesen
olarak kabul edilir ve cilt bariyer fonksiyonlarinda énemli rol oynarlar. Keratinositlerin,
atopik dermatit hastaliginin patolojisinde kritik bir rolii vardir. Viicudu gevresel
uyaranlara, patojenlere ve oksidatif strese karsi korurlar. Oksidatif stres sonucunda olusan
asir1 tepki atopik dermatit, cilt kanseri, sedef hastaligi gibi 6nemli cilt hastaliklarina neden
olur. Keratinositlerde inflamatuar yanitlarin gelisimini diizenleyen temel sitokinler olarak
kabul edilen interferon (IFN)-y ve TNF-a salgilanir [2].

Keratinositlerin temel islevi ciltte meydana gelen hasarlarin onarimina destek olmak,
cildin homeostazinin diizenlenmesini saglamak ve cildi dis etkenlere karsi korumaktir.
Proinflamatuar sitokinler ve kemokinler gibi belirli proteinlerin salinmasi araciligi ile
hasar onarimi keratinosit hiicreleri tarafindan gerceklestirilir. Ciltte kasint1 ya da hasar

yolu ile olusan yaralanma bdlgesine nétrofillerin ve makrofajlarin alinmasini saglar [3].

Keratinositlerin yiizeyinde tanima reseptorleri bulunur, bu reseptorlerin amaci
patojenlerin tespit edilip taninmasi ve patojenlere karst bagisiklik tepkilerinin
olusturulmasidir. Bozulan cilt bariyeri, patojenlerin hiicre igi gegisini artirir bunun
sonucunda dogustan gelen bagisiklik sistemini harekete geger. Bagisiklik diizensizligi,
filagrin (FLG) eksikligi, mikrobiyomda meydana gelen degisiklikler, stratum korneumda
bulunan hiicreler arasi lipitlerin degisimi cilt bariyeri kusurlarmma neden olur [4].
Filaggrin, 6nemli bir cilt bariyeri proteinidir, keratin liflerinin baglanmasi islevi goriir ve
deriye diren¢ kazandirir. Filaggrin, serbest amino asitlere pargalanir ve pargalanmis
aminoasitler cilt pH'in1 koruma ve deride suyun tutulmasi igin gereklidir. FLG eksikligi
ciltte olusan duyarliligi kolaylastirarak cilt iltihabini artirir [5,6]. Cilt bariyer proteinleri,
gecirgen olmayan bir cilt bariyeri olusturulmasi i¢in ¢apraz baglanmistir. Cilt
bariyerindeki deformasyonlar alerjene karsi duyarliligi kolaylastirir, duyarliligin

olusmasi ile IgE seviyesi artar ve su kaybi olusur [7].



Alerjenler, enfeksiyoz mikroorganizmalar gibi gesitli faktorler tarafindan tetiklenebilir.
Enfeksiyona neden olan mikroplara, Staphylococcus aureus ornek gosterilebilir. AD
hastalariin lezyonlarinda siklikla gozlenir. Tetiklenme sonucunda, epidermal bariyerde
degisiklikler meydana gelir ve yardimct T hiicresinde (Th2) bagisiklik tepkisinin
diizensizligine neden olur. Epidermiste kalinlagma ve Th2 sitokinlerinin yukari
regiilasyonu atopik dermatit hastaliginda karakterizedir [8]. AD’de Th2 ve Th22
sitokinlerinin asir1 ekspresyonu ciltteki protein ve lipid i¢erigini degistirip cilt bariyerinin

bozulmasina sebep olur.
2.2. Atopik Dermatit

Atopik dermatit, halk arasinda siklikla egzama olarak bilinen, diinyada oldukga fazla
goriilen kronik inflamatuar bir deri rahatsizligidir. Literatiirde yapilan caligmalarin
istatistikleri géz oniine alindiginda, ¢ocuklarda goriilme orani yaklasik %11 ila %20 iken,

yetiskinlerde goriilme orani ise %5 ila 8 olan bir hastaliktir [9].

Genellikle 5 yasindan once erken ¢ocukluk doneminde ilk belirtileri meydana gelir. Bu
hastaligin sik goriilen semptomlari hastanin yagsam kalitesini olumsuz etkileyen kuru cilt,
hastaya rahatsizlik veren uzun siireli kasinti ve pullu siyriklardir. Gorildigi yas
araliklarma gore kasinti ve lezyonlarin etkili oldugu bolgeler degisiklik gosterebilir. Tipik
olarak dirsek, diz, yiliz ve boyun bolgelerini etkiler. Atopik dermatiti etkileyen birkag alt
tip bulunur. Bu alt tipler, klinik, demografik ve molekiiler parametreler sonucu olusan alt
tiplerdir [10].

Atopik dermatit vakalar siklikla bebeklik ve ¢ocukluk ¢caginda goriiliir ancak yetiskinlik
doneminde de meydana gelebilen bir hastaliktir. Giiniimiizde hastaliin seyri
incelendiginde yetigkinlerde goriilme sikliginda da artis goriillmektedir. Atopik dermatitte
meydana gelen semptomlar, meydana geldigi yas araliklarina bagh olarak degisiklik

gosterebilmektedir.

Infantil vakalar 2 yasindan 6nceki bebeklik dénemini kapsar. Hastalarda siklikla goriilen
semptomlar yiizde, 6zellikle yanak bdlgesinde ve sacli deride kizariklik, rahatsizlik veren

kasint1 ve 6demdir.

Cocukluk doneminde vakalarda, bebeklik ¢aginda goriilen semptomlara kiyasla nispeten

daha soluk kizarikliklar olusur. Lezyonlarin belirginligi daha azdir. Semptomlar



cogunlukla dirsek ve diz bolgelerini etkiler. Bu vakalarda, hastaligin seyrinin kronik

vakaya doniisme olasilig1 yiiksektir.

Yetiskinlik doneminde meydana gelen vakalarda ise genellikle sadece elleri etkileyen
egzama tirii ile semptomlar ortaya ¢ikar. Hastalarda kuru cilt, kasintt ve kizariklik
belirtilerine rastlanir. El egzamasi disinda viicutta gévdenin iist kismini, sach deriyi

etkiledigi vakalara da rastlanmistir [11].

Atopik dermatit hastalarinda ‘atopik yiiriiylis’ adi1 verilen astim, alerjik rinit gibi kronik
hastaliklarin da tetiklendigi hastalik dizisi de meydana gelebilmektedir. Bu dizinin ilk
ortaya ¢ikan hastaligi atopik dermatittir. Literatiirdeki arastirmalar goz 6niine alindiginda,
astim, alerjik rinit veya besin alerjisi olan ebeveynlerin ¢ocuklarinda AD gelisme riski
1,5 kat daha fazladir. Ebeveynlerden birinde atopik dermatit varsa, ¢ocuklarinda AD
gelisme riski 3 kat artarken, her iki ebeveyn de hastaligin bulunmasi bu riski 5 kat artirir

[12].

Atopik dermatitin semptomlarinin olusmasinin ardindan siddetli besin alerjisi gelistirme
riski dogabilir. Yapilan bir arastirmada atopik dermatit tanis1 konulan gocuklar saglikli
yasitlari ile kiyaslandiginda besin alerjisi gelistirme olasiliklarinin alti kat daha fazla
oldugu tespit edilmistir [13]. Atopik dermatit siddeti arttikca astim meydana gelme riski
de artmaktadir.

2.2.1 Atopik Dermatitte Tedavi Yaklasimlari

Atopik dermatit hastaligina 6zgii olarak nitelendirilen lezyonlu cilt yaralari, hastanin
cildindeki kuruluk sonucu olusan kasinti ile tetiklenir. Epidermal bariyerin yapisi ve
islevindeki bozulma cildin dis etkenlere karsi gegirgenligini arttirir, bu da derinin cilt
mikrobiyomu ve cevresel faktorlere karsi direncini oldukca azaltir. Direncin azalmasi ile

birlikte cilt, dis antijenlere ve inflamasyona daha agik hale gelir.

Atopik dermatit tanili hastalarin biiyiik bir cogunlugu S. aureus ile kolonizedir ve bu da
ciltte olusan enfeksiyon olasiligini arttirir ve bu durum deride meydana gelen sivi
lezyonlarin da alevlenmesine yol agabilir [14]. Atopik dermatitte hastalarin karsilastigi
uzun siireli kasinti, kuruluk, pullu deri gibi semptomlar1 hafifletmek amaciyla, doktorlarin
onerisi ile gogunlukla steroidal ve steroidal olmayan ilaglar tercih edilmektedir. Atopik
dermatit hastaliginda ilk tercih edilen tedavi yaklasimi olan topikal kortikosteroidler,
semptomlar tizerinde hizli sonug vererek kisa siireli iyilesme gosterse de inflamatuar

bagisiklik yanitin azaltir [15].



Steroid potansiyelleri esas alindiginda ¢ok diisiikten ultra yiiksege kadar degisen yedi
steroid potansiyeli vardir. Steroid gesitlerinin kullanimi semptomlarin siddetine bagl
olarak degisebilmektedir. Doktorlarin tavsiyelerine gore, lezyonlar biiyilk oranda
iyilesene kadar topikal steroidler giinde en fazla iki kez uygulanir. Steroidal ilaglarin yan
etkileri sebebiyle giinliik kullanim miktari, kullanim siiresi gibi faktorlere dikkat edilmesi
semptomlarin iyilesmesi ve hastanin sagligi i¢in Onemlidir. Ayn1 zamanda doktor
tarafindan tavsiye edilen steroidin etki giicii, kullanim miktarini da degistirmektedir.
Meydana gelebilecek yan etkilerin olabildigince en aza indirilmesi amaciyla steroidlerin
kullanimimin smirlandirilmas: 6nemlidir. Yan etkiler arasinda ciltte meydana gelen
coklntiiler ve renk degisikligi, damarlarda genislemeler, catlaklar, pigment bozuklugu
veya pigment kaybi bulunur, ayrica doktor tavsiyesi disinda ve dogru sekilde

uygulanmayan streoid, cilt kanserine de neden olabilmektedir. [16].

Hastanin  semptomlar1  iizerinde steroidal tedavinin etkinligi ve basarisi
degerlendirildiginde 6nemli yan etkiler ve uzun siireli kullanim sonucunda direng
gelismesi nedeniyle olduk¢a sinirlidir. Bunun yani sira, tedavi cilt bariyerinde olusan
deformasyonu tedavi siiresince iyilestirse de tedavi sona erdiginde hastaligin tekrarlama
riski artar. Steroidal tedaviler atopik dermatit tedavisinde kalic1 bir etki géstermeyebilir.
Steroidal tedavilerde meydana gelebilen yan etkiler ve uzun siireli kullanimin miimkiin
olmayis1 nedeni ile AD tedavisinde ve hastaligin 6nlenmesinde kimyasal olmayan, dogal

igeriklerle desteklenen yeni yontemler gelistirmek gilinlimiizde oldukca 6nemlidir.
2.2.2 Atopik Dermatit Patogenezi ve Sinyal Yolaklari
a) Atopik Dermatitte NF-kB Sinyal Yolu

Niikleer faktor-kappa B (NF-xB), immiin yanitta 6nemli rol oynayan bir transkripsiyon
faktoriidiir. Atopik dermatit hastalifinda inflamatuar ve immiin yanitlarin
olusturulmasinda 6nemlidir. NF-«xB sinyal yolunun atopik dermatitteki kritik rolii sebebi
ile bu sinyal yolunu hedef alan inhibitor etkili tedaviler de gliniimiizde siklikla aragtirilan
konular arasindadir. NF-kB, mitojenle aktiflestirilen protein kinazlar (MAPK'ler)
aracilig ile diizenlenmektedir. Cekirdekte bulunan gen transkripsiyonu NF-kB sayesinde
aktive edilir, hedef genlerdeki promotorleri aktive ederek sitokin artigina sebep olur. Bu

sinyal yolu inflamatuar yanitin diizenlenmesinde ve hastaligin siddetinde kritiktir [17].

NF-xB, proinflamatuar sitokinler olan IL-6, IL-1f ve TNF-a salgilanmasini arttirir.

Sitokinlerde meydana gelen artis sonucunda alerjik enflamasyonda artis goriiliir ve deri



iltihabinin tetiklenmesinde rol oynar. Salgilanan sitokinler ve kemokinler bariyer
disfonksiyonu icin onemlidir [18]. Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) ve
siklooksijenaz-2 (COX-2) tarafindan sentezlenen nitrik oksit (NO) ve prostaglandin E2
(PGE2), inflamatuar yanitin temel aracilaridir. Bu sitokinler, inflamatuar yaniti ve doku

disfonksiyonunu tesvik eder.
b) Atopik Dermatitte JAK-STAT Sinyal Yolu

JAK-STAT sinyal yolu, proteinler arasinda etkilesim kurulabilmesi i¢in baglayici
niteliktedir. Janus kinaz (JAK) inhibitorleri atopik dermatit hastalig1 ile iliskilendirilen
sitokinleri agag1 regiile eden inhibitor islevi goriir. Bu sitokinler (IL-4, IL-5, IL-13, IL-
12) bagisiklik diizenlenmesi ve homeostatik siireclere katkida bulunur. Arastirmalarda,
JAK inhibitorlerinin hastaligin énemli bir semptomu olan kasintiy1r azaltmada etkili

oldugu gozlemlenmistir.

JAK kinaz dort reseptorle iligkili kinaz igerir, bunlar; JAK1, JAK2, JAK3 ve TYK2
(tirozin kinaz 2)’dir. STAT ailesi ise yedi protein igerir, bu proteinler; STAT1, STAT2,
STAT3, STAT4, STAT5A, STATSB ve STAT6’dir. JAK'lar dogrudan tip I/11 sitokin
reseptorlerine baglanir ve bu reseptorlerin aktivasyonunun saglanmasina yardimci olur.
Atopik dermatit hastaliginda 1L-25, IL-33 ve TSLP gibi sitokinlerin salinmasi, IL-4, IL-
5, IL-13 ve IL-31 gibi Th2 sitokinlerinin ekspresyonunun artmasina neden olur [19]
(Sekil 2.2).

Sinyal yollarinda olusan degiskenlige bagl olarak Farkli JAK'lar, JAK-STAT farkl alt
birimlerine baglanma egilimi gosterir. Ornegin JAK1, IL-4Ra alt birimine, JAK3, vyc
zincirine ve TYK2 ise IL-13Ra alt birimlerine baglanir. IL-4 aracili yanitin olusmasinda
ise IL-4, tip | IL-4R'ye baglanir, bunun sonucunda JAK1 ve JAK3'in fosforilasyonunu
gerceklesir, bunlar da IL-4Ra ve STAT6 aktivasyonuna yol agar [20] (Sekil 2.3).

Fosforile edilen STAT6 daha sonra dimerize olarak ve IL-4'e duyarli genlerin spesifik
DNA dizilerine baglanarak transkripsiyon faktorii olarak gorev yapar. IL-31'in hiicreler
arasi sinyalleri JAK-STAT yolu, MAPK'lar ve PI3K-AKT yolu tarafindan iletilir. IL-31,
IL-31Ra-OSMRp kompleksine baglanarak JAK1 ve JAK2 aktivasyonunu tetikler,
bdoylece STAT3, STATS ve daha az derecede STATI transkripsiyonel aktivitesini uyarir
ve iligkili genlerin transkripsiyonu artar [21,22] (Sekil 2.3).
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Sekil 2.2. Atopik dermatit hastaligiin patogenezi [23] sayili kaynaktan Tirkce geviri

yapilarak alinmstir.

AD'nin kronik faz1 sirasinda, Th17 ve Th22 sitokinleri, epidermal hiperplaziyi uyaran
proinflamatuar sitokinlerin yukari regiilasyonu yoluyla lokal enflamasyonu modiile eder.
Secici JAK inhibitorleri, STAT3 aktivasyonunu yukari yonde hedefleyerek atopik

dermatit hastaliginda Th17 immiin tepkisinin inhibisyonu iizerindeki etkisini gosterebilir.
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Sekil 2.3. Atopik dermatit hiicre sinyal yolaklar1 [24] sayili kaynaktan Tiirk¢e geviri

yapilarak alinmistir.



2.3. Flavonoidler

Flavonoidler, yapraklarda, ¢igeklerde, koklerde ve meyvelerde farkli konsantrasyonlarda
bulunan sekonder bitki metabolitlerinin &nemli bir smufidir. Bitkilerin ikincil
metabolitleri olarak olusan flavonoidler, biyolojik siire¢lerde ve gevresel faktorlere
verilen yanitta 6nemli roller oynar [25]. Tiim bitkilerde flavonoidlerin farkli bir alt sinifi

karsimiza ¢ikar.

Flavonoidlerin bitkiler {izerindeki etkilerine bakildiginda, abiyotik ve biyotik streslere
kars1 koruma, hiicre bilyiimesini diizenleme gibi islevleri bulunur. insanlar {izerinde
etkileri incelendiginde bu bilesikler anti-inflamatuar, antikanser, yaslanma karsit1, kalp
ve beyin sagligini koruyucu, bagisiklik saglama, antibakteriyel ve antiviral 6zellikler gibi
birgok tibbi faydasi ile dikkat gekmektedir [26,27].

Flavonoidlerin etki mekanizmalarinin temeli oksidatif stresin azaltilmasi ve bagisiklik
sisteminin uyarilmasina dayanir. Fitokimyasal olan flavonoidler, diisiik yogunluklu
lipoproteinlerin plazma seviyelerini diislirebilir, trombosit agregasyonunu inhibe edebilir

ve hiicre gogalmasini azaltabilir [28].

Flavonoidler molekiiler olarak C6-C3-C6 iskelet yapisindan olusur. Flavonoidlerin
diizeninin temeli, piran halkasiyla kaynasmis bir fenil halkasi ve piran halkasinin 2.
pozisyonunda bulunan bagka fenil halkasina dayanir [29]. Flavonoidler, esas olarak
flavanoller, flavanonlar, flavonoller, isoflavonlar, flavonlar ve antosiyaninler olmak
lizere 6 alt gruba ayrilmaktadir. Bu gruplarin olusumunda kimyasal yap: ve karbon
halkasinin oksidasyonlari etkilidir (Sekil 2.4).
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Sekli 2.4. Flavonoidlerin genel yapisi ve ana flavonoid alt ailelerinin semasi [30] sayili

kaynaktan Tiirkce ¢eviri yapilarak alinmistir.

Terapotik ajanlar olan flavonoidler, anti-inflamatuar, anti-mutajenik, anti-timor ve
antioksidan ozellikleri ile tibbi yarar saglar. Patolojik siireglerde yer alan ksantin oksidaz
(X0), siklooksijenaz (COX), lipoksijenaz (LOX) ve fosfoinositid 3-kinaz dahil olmak

lizere cesitli enzimlerin aktivitelerine etki ederler [31].

Flavonoidler, ¢esitli reaksiyonlarda indirgeyici ajanlar olarak hareket ederek antioksidan
etki gosterebilirler. Antioksidanlar, oksidatif hasar1 indirgeyen bilesiklerdir. Flavonoidler
reaktif oksijen tiirlerini (ROS) indirgeyebilir. ROS, hiicre i¢i haberci gorevi goriir.
Protein, lipit gibi molekiiller ile reaksiyona girer ve bu reaksiyon sonucunda oksidatif
strese yol acar. Hiicrede fazla miktarda bulunan ROS ayni1 zamanda DNA ve RNA’da
hasara sebep olur. Flavonoidlerin yapisinda bulunan B halkasindaki hidroksil grubu ve 4-
okso ile 2,3-¢ift bagi sayesinde oksidatif stresin indirgenmesi saglanir [32]. Antioksidan
gorevi gormesi nedeni ile flavonoid bakimindan zengin besinlere giinliik besin aliminda
daha ¢ok yer verilmesi gerekmektedir. Yapilan arastirmalar sonucunda da flavonoidlerin

antioksidan etkileri nedeni ile potansiyel terapotik kullanimi 6nemli hale gelmistir [33].
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2.3.1. Apigenin

Apigenin (4',5,7-trihidroksiflavon), fitokimyasal bilesikler olan flavonoidlerin alt sinifina
ait dogal bir bilesiktir. Apigenin biyoflavonoidi, flavonoidlerin alt1 alt sinifindan flavon
alt sinifina dahildir. Apigenin, C1sH10Os kimyasal formiiliine sahip organik, sar1 renkli bir
bilesiktir. Molekiiler agirligi 270,24 g/mol, erime sicakligi ise 347,5 °C’dir [34].

Sekil 2.5. Apigenin kimyasal yapisi

"Apigenin" adi, maydonozgiller olarak adlandirilan Apiaceae ailesinin kereviz, havug,
maydonoz gibi bitkileri igeren Apium cinsinden gelir [35]. Apigenin, sebzelerde
(maydanoz, kereviz, sogan), meyvelerde (portakal), bitkilerde (papatya, kekik,
mercankosk, feslegen) ve bitki bazli gay, bira ve sarap gibi iceceklerde zengin olarak
bulunur [36] (Sekil 2.6). En zengin kaynaklar kurutulmus formlardir. Papatya ¢ayinda
onemli miktarda bulunur. Organik, bitki kdkenli bir flavonoid olan apigenin, birgok

alanda kendini gosteren tibbi fayda saglayan 6nemli bir fitobilesiktir.
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Sekil 2.6. Yiiksek miktarlarda Apigenin igeren besin kaynaklar1 [37] sayili kaynaktan

Tiirkce ¢eviri yapilarak alinmistir.
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2.3.2 Inflamatuar Cilt Hastaliklarina Kars1 Apigenin Mekanizmasi

Yano ve arkadaslar1 tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada Apigenin fare modelinde
serumdaki IgE ve interferon-y diizeylerini azaltmistir. Ustelik apigenin, kontak dermatit
hastaliginda temas duyarlastirict olan pikrilkloriiriin olusturdugu cilt bariyer bozuklugu
ve lezyonlari hafifletmistir. Ayrica apigenin, IL-4 ile uyarilmig fare dalak hiicrelerinde
STATS6 fosforilasyonunu baskilamistir [38].

Insan mast hiicre hattinda (HMC-1) apigenin uyarimmin IL-31 gen ifadesi diizeylerini
azalttig1 gosterilmistir. Insan mast hiicrelerinde apigenin, kB kinaz inhibitorii, xB
inhibitorii ve p65/NF-kB ve faktor-kB (NF-kB) sinyal yolagi proteinlerini indirgemistir
[30]. Calisma sonucunda, apigenin flavonoidinin MAPK, NF-kB ve Jak/STAT sinyal
yolaklarin1 indirgeyerek proinflamatuar sitokinlerin diizeylerini azaltarak atopik

dermatitte olusan semptomlari iyilestirebilecegi sonucuna varilmastir.

Kagimti ile ilgili yapilan ¢alismalarda; Ovalbumin ile tetiklenen fare modelinde apigenin,
NF-kB yolunu indirgeyerek ve IgE ve STATL1 ekspresyonunu azaltarak Th1/Th2
hiicrelerinin dengesinin korunmasi i¢in diizenledigi goriilmiistiir. Ayrica apigenin, T
hiicrelerinde eksprese edilen IFN-y ifadesini diizenleyerek Thl cevabini arttirmistir [39].
Apigenin, sedef hastaligi modelinde sitokin seviyelerini azaltarak olumlu bir etki
gostermistir. Apigenin ile tedavi edilen ciltte cilt bariyerini iyilestirme etkileri
gozlemlenmistir. Apigenin ayrica stratum korneumun nem seviyesini artirarak cildin
durumunu iyilestirmistir. Bunun yanisira apigeninin, fare modellerinde filaggrin,
involukrin ve lorikrin gibi cilt yapisal proteinlerinin sentezini etkiledigi gosterilmistir
[31].

Dendritik hiicrelerde apigenin ve lipopolisakaritin (LPS) birlikte uygulanmasinin, TNF-
a mRNA ekspresyonunu 6nemli l¢iide inhibe ettigi bildirilmistir. Ayrica apigenin, hem
LPS ile muamele edilen hem de muamele edilmeyen gruplarda IFN-y, IL-6, IL-1B, IL-23

ve IL-10 dahil olmak iizere proinflamatuar sitokinlerin seviyesini baskilamistir [40].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. insan Keratinosit Hiicrelerinden Atopik Dermatit Modeli Olusturulmasi

Atopik dermatit hiicre modeli olusturmak amaci ile HaCaT hiicreleri 75 cm? flask
icerisinde %10 FBS ve %1 Pen/Strep igeren yiiksek glikozlu DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle's Medium, Sigma Aldrich) kullanilarak %80-90 konfluent olana kadar
cogaltilmistir. 24 kuyucuklu plakalara yerlestirilmis olan 0,40 um membran gozenek
boyutu ve 0,6 cm? yiizey alanina sahip transwell membran iizerine 1 cm?’de 10 pg olacak
sekilde PBS i¢inde ¢oziinmiis kolajen (Thermo Fisher Scientific) eklenmistir. Kolajenin
membran yiizeyinde katman olusturmasi amaci ile steril hiicre kabini iginde iki Saat
bekletilmistir. Iki saatin sonunda, 100 ul PBS ile iki kere yikanmistir. Ardindan daha
onceden 75 cm?’lik flaska ekilen ve konfluent hale gelen hiicreler Tripsin EDTA (Serena)
ile flask yiizeyinden kaldirilip, hiicreler tripan mavisi ile boyanarak sayim yapildiktan
sonra her kuyucukta 1 x 10° hiicre olacak sekilde 24 kuyucuklu plaklara yerlestirilmis
olan kolajen ile kaplanmig membranlar tizerine ekilmistir. Farklilastirma i¢in hava-sivi
araylzii (ALI) kiiltiir modeli kullanilarak hiicreler 14 giin siireyle sadece alt kistmdan 300
ul besiyeri ile glinasir1 besleyerek, tistten deride oldugu gibi hava ile temas edecek sekilde
birakilmak suretiyle farklilagtirilmistir. Negatif kontrol olarak ise hem alttan 300 pl, hem

de iistten 100 pl besiyeri ile beslenen kosullarda inkiibe edilen kuyucuklar kullanilmistir.

3.2 Keratinosit Hiicrelerin Farklilasmasinin Ger¢ek Zamanh PZR (Real Time PCR)

ile Gosterilmesi

14 giin siire ile hava-siv1 arayiizii (ALI) kiiltiir modeli kullanilarak farklilagtirilan HaCaT
hiicrelerinin farklilagip farklilasmadigini tespit etmek igin 14. giiniin sonunda RNA
izolasyonu yapilmistir ve farklilastirma icin belirte¢ niteliginde olan genlerin
ifadelerindeki degisim gergek zamanli PZR ile belirlenmistir. RNA izolasyonu ve cDNA

eldesi daha Once literatiirde yer aldig: sekilde ticari kitler kullanilarak gergeklestirilmistir.

RNA izolasyonu (Invitrogen-PureLink) i¢in kontrol kosulu ve ALI kuyucuguna 100 pl
tripsin konularak 2 dakika etlivde inkiibe edilmistir.
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Etlivden alinmasinin ardindan tripsini ndétralize etmek amact ile FBS igeren 200 pl
DMEM besiyeri eklenmistir, kuyucuklar pipet yardimi ile iyice kazinarak ependorfa
alimmistir. 12.000 rpm’de 2 dakika boyunca santrifiij edilmistir ardindan siipernatant
uzaklastirilmistir. Daha sonra asagidaki protokol kullanilarak RNA izolasyonu

gerceklestirilmistir.
3.2.1 RNA Izolasyonu

1-Hiicreler, %1 olacak sekilde B-Merkaptoetanol ilave edilmis, 300 ul lizis tamponu ile

pipetle cekip birakmak suretiyle parcalanmistir.

2-Hiicre homojenat1 {izerine 1 volim %70 etanol ilave edilmis ve ethanol ilavesinin

ardindan ependorf karistirici yardimi ile homojen hale gelene kadar karistirilmistir.

3-Kolon yerlestirilmis toplama tiipiiniin iizerine homojenat eklenmistir. 12,000 x g’de 2
dakika santrifiij edilmistir. Santrifiijiin ardindan toplama tiiptindeki s1vi bosaltilmigtir ve

ayni1 toplama tiiptine kolon geri yerlestirilmistir.
4-Toplama tiiptindeki s1vi bosaltilip ve lizerine 700 ul yikama tamponu ilave edilmistir.
5-Tiipler 12,000 x g’de 15 saniye oda sicakliginda santrifuj edilmistir.

6-Kolon yeni bir toplama tiipii listline yerlestirilmistir ve {izerine 500 pl yikama tamponu-
2 ilave edilmistir. 12,000 x g’de 15 saniye santrifiij edilmistir. Toplama tiiptindeki sivi

bosaltilmig ve ayni toplama tiipiine kolon geri yerlestirilmistir.

7-Toplama tilipiindeki s1vi bosaltilmistir ve iizerine higbir sey ilave edilmeden 12,000 X

g’de 2 dakika santrifiij edilmistir. Toplama tiipii ve siipernatant atilmistir.

8-Kolon steril 1.5 ml ependorf tiip iizerine alinmistir ve tizerine 50 pl RNaz icermeyen su

ilave edilerek oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edilmistir.
9-Ardindan 12,000 x g’de 2 dakika santrifiij edilmistir.
Elde edilen RNA 6rnekleri kullanilincaya kadar -80°C de muhafaza edilmistir.

3.2.2 Komplementer DNA (cDNA) Eldesi
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RNA izolasyon protokoliinde anlatildig: sekilde izole edilen RNA 6rnegi komplementer
DNA (cDNA)’ya doniistiiriilmiistiir. RNA izolasyonundan elde edilen drneklerin {izerine
20 pl’lik reaksiyon karigimi igin 1 pl oligo dT, 10 ul 2X Reaksiyon tamponu,2 ul RNase
H* reverse transkriptaz ve 1/5 oraninda sulandirilmis ¢cDNA 6rnegi eklenmistir. Son
hacim 20 ul olarak olusturulmustur. Deney sirasinda 6rnekler buz iizerinde ¢alisilmistir.
Tiipler 6nce 25°C’de 10 dakika,37 °C’de 30 dakika ardindan 85°C’de 5 dakika inkiibe
edilmistir. Bu dongiiniin ardindan komplementer DNA (cDNA) ’larin olusumu

saglanmustir.

7 ul RNA 6rnegi (1:5 oraninda sulandirilmis)

10 ul 2X Reaksiyon tamponu

2 ul RNase H* reverse transkriptaz

1 ul oligo dT

20 pl toplam reaksiyon karigimi

3.2.3 SYBR Green Yontemi ile Gen ifadelerinin Belirlenmesi

Keratinosit farklilagsmasi igin onemli genler olan sitokeratinl4, lorikrin ve fillagrin
genlerinin ifade diizeyleri SYBR Green yontemi ile belirlenmistir. Yukaridaki protokolde
belirtilen sekilde hazirlanan cDNA 6rnekleri (20ul) 1:10 oraninda niikleaz icermeyen su
ile sulandirilmig ve her bir reaksiyonda sulandirilmis olan cDNA o6rneklerinin 2 pl’si
kullanilmistir. Her bir kosul en az iki kez tekrar edilecek sekilde karisimlar asagida

belirtilen sekilde hazirlanmistir.
Reaksiyon karigimi

2 ul cDNA

0,30 ul ileri primer

0,30 ul geri primer

2,5 pl niikleaz icermeyen su

5 ul 2X SYBR Green Karigimi
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Belirlerlenen genlerin yani sira Orneklerin miktar agisindan normalizasyonu igin

“housekeeping” gen olarak bilinen uzama faktorii 1-o (EF-1a) geni kullanilmistir.
PRIMERLER

Sitokeratin 14 F 5'- CCGACACCTTCTCTTCACTCA -3’

Sitokeratin 14 R 5'- AGGAGCCCTTCATGGAGCTG -3’

Lorikrin F 5"- ACGTCTCCTCGCAGCAGG -3°

Lorikrin R 5°- CTATTTGGACGGCCAGGT -3’

Filaggrin F 5"-CACAAGATTCTGCGTATCACTCAGG-3’

Filaggrin R 5'- GCCTTTCAGTGCCCTCAGATTG-3’

EF-1la F5'- ATGGGTAAGGAAGACAAGAC-3’

EF-1la R 5- GGAGGTACCAGTCATCATGTT-3’

3.3 Apigeninin Peynir Alt1 Suyu (Whey) Proteini izolati ile Nanoenkapsiilasyonu

[lk olarak literatiirde yer alan yontemde belirtildigi sekilde peynir alt suyu izolat: (WPI)
10 mg/mL olacak sekilde 4 °C'de gece boyunca deiyonize su icerisinde hidratlandiktan
sonra 10 mg/mL WPI soliisyonuna 0,6 ve 1,0 mg/mL apigenin ilave edilmistir. Karigimin

pH'12,0 mol/L KOH soliisyonu kullanilarak 13,0'a ayarlanmis ve 5 dakika karistirilmistir.

Siire sonunda pH 10.0'a ayarlandiktan sonra karisim 30 dakika daha karistirilmistir ve 1.0
M HCL ile titre edilerek pH 7.0'a ayarlanmistir. Numuneler 10.000 x g'de ve 4 °C'de 10

dakika santrifiij edilmistir.

Santrifiijden sonra olusan ¢okelti DMSO ile ¢oziilmiistiir ve kapsiillenmemis apigenin
miktarini belirlemek i¢in 337 nm'de absorbans Ol¢iilmistiir. Miktar tayininde standart
grafik hazirlamak i¢in DMSO i¢inde ¢0zlinmiis apigenin igeren standart ¢ozeltilerden
elde edilen absorbans degerleri kullanilmistir. Standart grafik hazirlanmasi i¢in dozlar;
0,025 mg/ml, 0,050 mg/ml, 0,075 mg/ml, 0,1 mg/ml, 0,25 mg/ml, 0,5 mg/ml ve 1 mg/mi

olarak belirlenmistir.

Kapsiilleme verimliligi (EE) ve yilikleme kapasitesi (LC) daha sonra asagidaki

denklemlere gore belirlenmistir.

17



%EE= Toplam apigenin (mg) — enkapsiile edilmemis apigenin (mg) / toplam apigenin
(mg) * 100

LC= Toplam apigenin (mg) — enkapsiile edilmemis apigenin (mg) / toplam peynir alti
suyu (9).

Verimlilik analizleri sonucunda ikinci deneme olarak, 5 mg/ml peynir alt1 suyu proteini
ve 1 mg/ml, 2mg/ml Apigenin dozlari denenmistir.

3.4. Nanoenkapsiile Apigeninin Karakterizasyonu

3.4.1 Parcacik boyutu ve zeta potansiyeli 6lciimleri

pH 7.0 dispersiyonlarinin pargacik boyutu dagilimlarini belirlemek i¢in dinamik 11k
sacilim1 (DLS) kullanilmistir. Hem pargacik boyutu hem de zeta potansiyeli Ol¢timleri,
bir Zetasizer Nano-ZS serisi cihazla gergeklestirilmistir. Zeta potansiyel dlgtimleri igin 1

mg/ml ve 2 mg/ml enkapsiile apigenin 6rnekleri kullanilmistir.
3.4.2. Fourier doniisiimii kizilotesi (FT-IR) spektroskopisi

Apigenin ve WPI arasindaki molekiiler etkilesimleri incelemek igin FT-IR spektroskopisi
kullanilmistir. 2 mg/ml enkapsiile apigenin ve PBS icerisinde ¢oziilen peynir alt1 suyu
izolat1 FT-IR spektrometresinin ZnSe kristali ile donatilmis diiz iist plakasina dogrudan
yerlestirilmis ve her numunenin taramasindan 400-6000 cm ! dalga sayis1 araliginda ve

4 cm! ¢oziiniirliikte FT-IR spektrumlart olusturulmustur.
3.4.3 Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)

Taramali elektron mikroskobu (SEM) analizleri Hacettepe Universitesi Ileri Teknoloji
Arastirma ve Uygulama Merkezi'nde (HUNITEK) yapilmistir. Hazirlanmis 1 mg/ml ve
2 mg/ml konsantrasyonlarda enkapsiile edilmis apigenin 6rneklerinin boyut ve sekilleri

SEM ile incelenmistir.

3.5. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)
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5 mg/mL WPI igeren dispersiyonlarin pH dongiisii isleminden 6nce ve 2 mg/mL apigenin
ile kapsiillemeden sonra molekiiler agirlik degisikliklerini analiz etmek i¢in SDS-PAGE
kullanilmistir. Her 6rnekten alinan miktar esit hacimde Laemmli tamponu (50,0 mg/mL
beta-merkaptoetanol igeren) ile karistirildiktan sonra yiiksek 1sida 10 dakika denatiire
edilmistir. Esdeger miktarda protein igeren numuneler, %4-20 Mini Protean Tris-Glisin
jeli (Bio-Rad) kullanilarak analiz edilmistir. 200 VV'de 30 dakika elektroforezden sonra
jelin fiksasyon edilmesi amaci ile %50 Metanol (MeOH), %10 Asetik asit (HoAC), %40
dH20 iceren 100 mL tampon hazirlanmis ve jel 30 dakika bu tampon igerisinde
bekletilmistir. 30 dakikanin ardindan jeller Coomassie G 250 mavi boya ile 4 saat
boyunca boyanmis, ardindan deiyonize su ile boyadan arindirilmistir. Boyanin jelden
tamamen uzaklagsmasi ve bantlarin belirginlesmesi igin jel %5 Metanol, %7,5 Asetik asit
ve %87,5 dH20 su igeren 100 mL tamponda gece boyunca bekletilmistir. Jel iizerinde
molekiiler agirlik degisimlerine bakilarak enkapsiilasyonun gerceklesip ger¢eklesmedigi

belirlenmistir.

3.6. Apigeninin Sitotoksisitenin Degerlendirilmesi

Sitotoksisite deneylerinde her bir apigenin dozu igin 5 kuyucuk (n=5) hazirlanmustir.
3.6.1. MTT Yontemi ile Hiicre Canliiginin Belirlenmesi

Apigeninin hiicre canlilig1 tizerindeki etkisi, MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5
diphenyl tetrazolium bromide) yontemi kullanilarak belirlenmistir. MTT, sar1 renkli bir
formazan tuzudur ve hiicrenin mitokondriyal aktivitesi mitokondriyal dehidrogenaz

sayesinde mor renkli formazan tuzlarina indirgenir.

Bu asamada, %95 Dimetil Siilfoksit (DMSO) ve %5 Amonyak ¢ozeltisi kullanilarak mor
rengi ortaya ¢ikmasi saglanir. Spektral dl¢iimler sonucunda hiicrelerin yiizdece canlilik

oranlar1 belirlenir.
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Mitokondriyal
dehidrogenaz

Formazan

Sekil. 3.1 MTT testi calisma prensibi, BioRender ile olusturulmustur.

Deneyimizde, keratinositler i¢in Oldiiriicii olmayan enkapsiile edilmis ve edilmemis
apigenin dozunu belirleyebilmek i¢in asagida belirtilen sekilde zaman ve doz-cevap

deneyleri gergeklestirilmistir.

2 mg/ml apigenin igeren kosulda gercgeklestirilen enkapsiilasyon sonucunda
enkapsiilasyon verimliligi %97 bulunmustur. Bu doz i¢in yapilan konsantrasyon
hesaplamas1 sonucunda baslangic i¢in kullanilan 2 mg/ml apigeninin 7,4 pmol
konsantrasyonda oldugu belirlenmistir. Enkapsiilasyon verimliligine gore, enkapsiilasyon
sonucunda bu deger 7,1 umol olarak diizeltilmistir. MTT deneylerinde kullanilan dozlar
bu deger esas alinarak hesaplanmistir. 2 mg/ml Apigenin (7,1 pmol) 1:20 oraninda
seyreltildikten sonra asagida tabloda belirtilen miktarlar alinarak 50 uM, 40 uM, 30 uM,
20 uM ve 10 uM dozlarda uygulanmastir.

Cizelge 3.1. MTT ve LDH deneylerinde kullanilan enkapsiile apigenin dozlarinin

hesaplanmasi
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Enkapsiile Apigenin Dozu Apigenin miktar1 (ul) | Besiyeri miktart (pl)
50 uM 57,14 942,86
40 uM 45,71 954,29
30 uM 34,28 965,72
20 uM 22,85 977,15
10 uM 11,42 988,58

Enkapsiile apigenin dozlar1 uygulamasinda 1:20 oraninda seyreltilmis olan apigeninden

aliarak 1000 pl’ye besiyeri ile tamamlanmistir.

Cizelge 3.2. MTT ve LDH deneylerinde kullanilan enkapsiile olmayan apigenin

dozlariin hazirlanmasi

Enkapsiile Olmayan Stok Apigenin miktari (ul)
Apigenin Dozu

50 uM 1,35

40 uM 1,08

30 uM 0,8

20 uM 0,55

10 uM 0,27

Enkapsiile olmayan apigenin dozlar

konsantrasyonda stok apigenin (Sigma Aldrich) alinarak dozlar 1000 ul’ye besiyeri ile

tamamlanmaistir.

1-HaCaT hiicreleri 96 kuyulu plakalara (5 x 10%) ekildikten sonra 24 saat kiiltiire

edilmistir.
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2- Siire sonunda hiicrelerin iizerine yukarida belirtilen sekilde hazirlanan dozlari igeren
besiyerlerinden her bir kuyucuk i¢in 200ul ilave edilmis ve plakalar 24 ve 48 saat siire ile

inkiibe edilmistir.

3- Ardindan her kuyuya 10 pl 5 mg/ml MTT ¢ozeltisi ilave edilerek 2 saat inkiibe

edilmistir.

4-Siire sonunda besiyeri tamamen uzaklastirildiktan sonra her kuyucuga 100 pl DMSO
ilave edilmistir ve gelisen formazan kristallerini ¢ozmek igin kuvvetli bir sekilde

karigtirilmastir.
5-Absorbans degerleri 550 nm'de Mikroplaka Okuyucu kullanilarak 6lgiilmiistiir.
3.6.2. LDH testi ile Hiicre Canliliginin Belirlenmesi

Sitotoksiteyi 6lgmek i¢in siklikla yararlanilan bir yontemdir. LDH, normal sartlar altinda
tiim hiicrelerde bulunan bir enzimdir. Hiicre plazma membraninda meydana gelen hasar
sonucunda hizla salinir. LDH, laktatin piruvata dehidrogenazini katalize edereck NAD *
molekiilini NADH’ye indirger. Sar1 tetrazolyum tuzunu indirgeyerek suda ¢oziinen
kirmizi1 formazon boyasini olusturur. Olii hiicre sayisinin dl¢iimii i¢in formazon miktari

tayin edilir [41].

LDH Laktat Sari tetrazolyum tuzu(INT)

NADH

Sekil.3.2. LDH sitotoksite testi ¢alisma prensibi, BioRender ile olugturulmustur.

1-96 kuyucuklu plakalara 5 x 10° hiicre olacak sekilde ekim yapilmustir. Ayrica spontan
LDH Aktivite Kontrolleri (su) ve Maksimum LDH Aktivite Kontrolleri (10X Lizis
Tamponu) i¢in kuyucuk kullanilmistir. HaCaT hiicreleri 96 kuyulu plakalara (5 x 10%)

ekildikten sonra 24 saat kiiltiire edilmistir.

2- Plaka gece boyunca 37 ° C, %5 CO>' de inkiibe edildikten sonra MTT deneyi ile ayn1

sekilde hazirlanan apigenin dozlarini igeren besi yerleri 200ul/ kuyucuk olacak sekilde
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hiicrelerin iizerine ilave edilmis ve plaklar 24 ve 48 saat siire ile 37°C’de inkiibe

edilmistir.

3- Inkiibasyon sonunda her bir kuyucuktan 50 pl besiyeri yeni bir 96 kuyucuklu plakaya
aktarildiktan sonra flzerine kit icerisinde bulunan reaksiyon karistmindan 50 pl

eklenmistir.
4-Plaka 1s1ktan korunarak 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

5- Daha sonra her bir kuyucuga 50 pl durdurma soliisyonu eklenilerek reaksiyon

durdurulmus ve plaka okuyucu kullanarak 490 -680 nm’de absorbans dl¢lilmiistiir.
% Sitotoksisite degerleri asagidaki formiile goére hesaplanmuistir.

% Sitotoksite = (Bilesik kaynakli LDH aktivitesi- Spontan LDH aktivitesi ~ Maksimum
LDH aktivitesi- Spontan LDH aktivitesi) x 100
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3.7. Hiicrelerin Apigenin ile Uyarilmasi

%10 FBS ve %1 penisilin/streptomisin ile desteklenmis yiiksek glikozlu DMEM (Sigma
Aldrich) igerisinde yukarida belirtildigi sekilde farklilastirilmis ve atopik dermatit modeli
olusturulmus HaCaT (keratinosit) hiicreleri 24 saat siire ile belirlenen enkapsiile edilmis
ve edilmemis apigenin ile kiiltiire edilmistir. HaCaT hiicreleri, in vitro AD 6zelliklerini
taklit etmek amaciyla 10 ng/ ml IL-13, 10 ng/ ml IL-4 ve 30 ng/ ml TNF- o ile uyarilmistir.
Siire sonunda hiicre kiiltiir medyalar1 toplanarak ELISA deneylerinde kullanilmak tizere

-80 °C’de saklanmustir.

Kosullar

1- Farklilastirilmis Keratinosit hiicreleri

2- Farklilastirilmis Keratinosit hiicreleri AD modeli
3- Enkapsiile edilmemis Apigenin (belirlenen 1. Doz)
4- Enkapsiile edilmis Apigenin (belirlenen 1. Doz)

5- Enkapsiile edilmemis Apigenin (belirlenen 2. Doz)
6- Enkapsiile edilmis Apigenin (belirlenen 2. Doz)
Her bir kosul i¢in 5 tekrar yapilmistir.

3.8. In Vitro Cizik Testi /Migrasyon Testi

Atopik dermatitte kasint1 sonucu olusan yaralarin iyilesmesi iizerine apigeninin etkisini
belirlemek icin in vitro yara modeli olarak ¢izik testi yapilmistir. Cizik testi icin HaCaT
hiicreleri 12 kuyucuklu kiiltiir plaginda her bir kuyucukta 1x 10° hiicre olacak sekilde 1ml
%10 FBS ve %1 Penisilin Streptomisin igeren yiiksek glikozlu DMEM igerisinde ekilmis
ve hiicreler 37°C ve %5 COz2 igeren ortamda inkiibe edilmistir. Hiicreler kuyucuklar
tamamen kapladiginda cizik testi yapilmistir. Cizik migrasyon testi plakalart AD model
plakast ve AD modeli olmayan plaka olarak ikiye ayrilmistir. AD model plakasi i¢in
HaCaT hiicreleri, in vitro AD 6zelliklerini taklit etmek amaciyla 10 ng/ ml 1L-13, 10 ng/
ml IL-4 ve 30 ng/ ml TNF- a ile uyarilmistir. AD olmayan plakada ise HaCaT hiicreleri

uyarilmamuigtir.
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Kuyucuklarda %100 konfluent olan hiicreler steril bir 200 puL’lik pipet ucu yardimi ile

kuyucuk ortasinda ¢izik olusturulmustur (0.saat).

Miidahale nedeni ile olusan veya olusabilecek atiklar iki kere PBS ile yikanarak
uzaklastirilmis ve iizerine belirtilen dozlarda apigenin igeren besiyeri eklenmistir. Yara
iyilesme modelinde hiicreler MTT ve LDH deneyleri sonucunda 20 uM ve 40 uM olarak
belirlenen dozlarda apigenin ve nanoenkapsiile apigenin kompleksi ile muamele
edilmistir. Yara iyilesmesinin goézlenebilmesi i¢in kuyucuklardan 0, 24 ve 48. saatlerde
dijital kameraya bagli 151k mikroskobu ile goriintii alinmistir. Kuyucuk basina 3 goriintii

alinarak yara alan1 Image J programi kullanilarak belirlenmistir.
Yara lyilesmesi (%): To-Tx/To x 100 formiilii ile hesaplanmistir.
To: Cizik olusturulan ilk zamandaki yara alani (0.saat)

Tx. Kaydedilen zamandaki yara alan

Kontrol 6rneginin alani ile kiyaslanarak kapanma orani % olarak verilmistir ve 151k

mikroskobundan elde edilen goriintiiler kiyaslanmaistir.

3.9. Inflamatuar Sitokin Seviyelerinin Gercek Zamanh PZR (Real Time PCR) ile

Gosterilmesi

Yukarida yer alan 3.7°de agiklanan kosullar kullanilarak hazirlanan 6rneklerden 3.2.1 ‘de
yer alan RNA izolasyon yontemi ile RNA izole edilmistir (n=3). Ardindan, izole edilen
RNA o6rneklerinden 3.2.2 de belirtildigi sekilde cDNA ornekleri hazirlanmig ve asagida
belirtilen primerler kullanilarak 3.2.3” de belirtildigi kosullarda SYBR Green yontemi
aracilif1 ile literatiirde atopik dermatitle iliskisi gosterilmis olan IL-1f3, TSLP ve IL-6

genlerinin ifadelerindeki degisim belirlenmistir.

IL-6

Direkt primer 5’-GCAGATGAGTACAAAAGTCCTGA-3’
Ters primer 5’>-TTCTGTGCCTGCAGCTTC-3’

IL-1B

Direkt primer 5’-TTGAAGCTGATGGCCCTAAA-3’

Ters primer 5’-TGAACCCCTTGCTGTAGTG-3°
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TSLP

Direkt primer 5’-CCAGAGCCTAACCTTCAATCC-3’
Ters primer 5’- CCTCTTCTTCATTGCCTGAGTAG-3’
3.10. ELISA ile inflamatuar Sitokin Seviyelerinin Belirlenmesi

Apigenin uygulamasi sonucu insan keratinosit hiicrelerinden salinan ve atopik dermatit
patolojisinde etkili olan TSLP, IL-22 ve IL-6 miktarindaki degisimlerin tayin edilmesinde
ELISA yontemi kullanilmistir. ELISA yontemi kitin temin edildigi firmanin prosediirii

dogrultusunda gerceklestirismistir. Ozet prosediir asagida yer almaktadir.

1. Yakalayici antikor ile kapli plakalarda yer alan kuyucuklara érnekler ve standartlar

belirtilen miktarda eklenir ve kit igerisinde belirlenen siire ile 37°C’de inkiibe edilir.

2. Beklenen siirenin ardindan yikama yapilmadan soliisyonlar kuyucuklardan

uzaklastirilir.
3. Enzim arcili konjuge antikor ilave edilir ve belirtilen siire 37°C’de inkiibe edilir.

4. Yikama soliisyonu araciligi ile yikama adimi 3 kez tekrarlanacak sekilde

baglanmayanlar uzaklastirlir.

5. Kitin igeriginde bulunan enzime 6zgii olan substrat ilave edilir ve belirtilen siire inkiibe

37°C’de inkiibe edilir. Plaka 1siktan korunur.

6. Durdurma soliisyonu kullanilarak reaksiyonun durdurulmasi saglanir ve 450 nm’de

kolorimetrik mikro plaka okuyucu ile her kuyucugun optik yogunlugu belirlenir.

7. Mikro plaka okuyucudan elde edilen standart grafikten yararlanilarak 6rneklerin

konsantrasyonlar1 belirlenir.
3.11. Istatistiksel Analizler

Veriler, en az li¢ bagimsiz deneyden elde edilen ortalama + standart sapma olarak rapor

edilmistir.
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Sonuglarin istatistiksel degerlendirmesi Windows i¢in SPSS programi kullanilarak
yapilmustir. Farkli gruplarin istatistiksel olarak karsilastirilmasinda ikiden fazla grup
karsilastirmasi i¢in Kruskal Wallis H, iki grup karsilastirmalarinda Mann-Whitney U testi
kullanilmistir. Gergek Zamanli PZR sonuglari ise 22T yontemi belirlenmis, sonuglar
kat artig seklinde verilmistir. Tiim analizlerde p-degerinin 0.05’ten az oldugu durumlar

anlamli kabul edilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu tez calismasinda, apigenin flavonoidinin insan keratinosit hiicreleri kullanilarak
olusturulan AD modeli lizerindeki potansiyel biyoaktif etkisi degerlendirilmistir. Atopik
dermatit modeli olusturulmus HaCaT hiicrelerinde (insan epidermal keratinosit) apigenin
flavonoidinin anti-inflamatuar etkilerinin ve yara iyilesmesi lizerine olan etkilerinin

belirlenmesi hedeflenmistir.

Gergeklestirilen tez kapsaminda, apigenin flavonoidinin anti-inflamatuar etkilerini
degerlendirmek ic¢in yeniden yapilandirilmis insan epidermis (reconstructed human
epidermis, RHE) modeli kullanilmistir. 3 boyutlu hiicre kiiltiir modeli olan bu modelde
verimli bir epidermal bariyerin iiretimini saglamak igin, keratinositlerin tabakalagsmalarin
destekleyen hava—sivi ara yiizii (Air Liquid Interface) kosullarinda kerasinositler kiiltiire
edilmistir. HaCaT hiicreleri, in vitro AD 6zelliklerini taklit etmek igin interlokin (IL)-4,
IL-13 ve TNF-a ile uyarilmistir. Ardindan apigenin flavonoidinin inflamasyon ve yara
tyilesmesi lizerindeki etkilerinin degerlendirilmesi i¢in belirlenen dozlarda ve siirede
apigenin ile uyarilmistir. Elde edilen hiicre kiiltiir slipernatantlarinda atopik dermatitte
etkisi oldugu bilinen sitokinler olan TSLP, IL-22 ve IL-6 sitokinlerin seviyelerindeki
degisiklikler ELISA ile belirlenmistir. AD’nin en 6nemli semptomlarindan olan kaginti
sonucu olusan cilt yaralarinin iyilesmesi tizerine olan etkileri de yara iyilesme modeli ile

degerlendirilmistir.

4.1 Insan Keratinosit Hiicrelerinden Atopik Dermatit Modeli Olusturulmasi:
Keratinosit Hiicrelerin Farklilasmasinin Ger¢ek Zamanh PZR (Real Time PCR) ile

Gosterilmesi

14 giin siireyle Air Liquid Interface (ALI) kiiltiir modeli kullanilarak giinasir1 besleyerek
farklilastirilan hiicreler atopik dermatit modeli olusturmak igin IL-4 ve IL-13 ve TNF-a
ile uyarilmis, ardindan RNA izolasyonu ve CDNA eldesi gergeklestirilmistir. Keratinosit
farklilagsmasi i¢in 6nemli genler olan sitokeratin 14, lorikrin ve fillagrin genlerinin ifade
diizeylerinin belirlenmesi i¢cin SYBR green yontemi kullanilarak Ger¢ek zamanli PZR

deneyleri gergeklestirilmistir.
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Gergek Zamanli PZR deneyi sonucunda elde edilen sonuglar Sekil 4.1°de sunulmustur.

Sitokeratin 14

45
40
35
30
25
20
15
10

Kat Artisi (2-AACT)

Kontrol ALl

Filagrin
10

Kat Artisi (2-AACT)
o 4% ) ELY [9)] 02

[ ]
Kontrol ALI

b)

Lorikrin

14
12

Kat Artisi (2-AACT)

o N OB O

[ ]
Kontrol ALl

c)

Sekil 4.1. Keratinofit farklilagsmasinin gen ifadesindeki degisiklikler ile gosterilmesi. a)
Sitokeratin 14, b) Fillagrin, c) Lorikrin

Ger¢cek Zamanli PZR sonuglart analiz edilirken kontrol kuyucugu ve ALI
kuyucuklarindan elde edilen ve PZR’ de kullanilan RNA o6rneklerin miktar agisindan
normalizasyonu i¢in “housekeeping” gen olarak bilinen EF-la geni kullanilmistir.
Keratinosit farklilagmasi i¢in 6nemli genler olan sitokeratin 14, lorikrin ve fillagrin

genlerinin ifade diizeylerindeki degisim 222! degeri hesaplanarak belirlenmistir. ifade
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seviyeleri kontrol kuyucugundaki gen ifadeleri ile karsilastirilarak kat artis1 seklinde
hesaplanmistir.  Farklilagtirmanin  basarili  olarak kabul edilebilmesi icin tiim
kuyucuklarda segilen bu {li¢ genden en az ikisinin ifadelerinde kontrollere kiyasla artisin
gbzlemlenmis olmasi beklenmektedir. Yapilan analizler sonucunda, hava-sivi ara yiizii
olusturulan ALI kuyucuklarinin her birinde hiicre farklilasmasi goriilmiistiir. Elde edilen
sonuglar 1s181nda, segilen sitokeratin 14, lorikrin ve fillagrin genlerinde hava—sivi ara
ylzii modeli olusturulan tiim ornekler kontrol kuyucugundakine kiyasla artig

gozlemlenmistir.

4.2 Apigeninin Peynir Alti Suyu (Whey) Proteini Izolat1 ile Nanoenkapsiilasyonu
Sonrasinda Kapsiilleme verimliligi (EE) ve yiikleme Kkapasitesi (LC)’nin

Belirlenmesi

Miktar tayininde standart grafik hazirlamak icin DM SO i¢inde ¢6ziinmiis apigenin i¢eren
standart c¢ozeltilerden elde edilen absorbans degerleri kullanilmistir. Standart grafik
hazirlanmasi i¢in dozlar; 0,025 mg/ml, 0,050 mg/ml, 0,075 mg/ml, 0,1 mg/ml, 0,25

mg/ml, 0,5 mg/ml ve 1 mg/ml olarak belirlenmistir.

3]

4,284 4,297

»
2]

4,049

w
IS

Absorbans

Konsantrasyon

Sekil 4.2. Miktar tayini i¢in belirli dozlarla hazirlanan standart grafik

Kapsiilleme verimliligi (EE) ve yilkleme kapasitesi (LC) daha sonra asagidaki

denklemlere gore belirlenmistir.

%EE= Toplam apigenin (mg) — enkapsiile edilmemis apigenin (mg) / toplam
apigenin(mg) * 100

LC= Toplam apigenin (mg) — enkapsiile edilmemis apigenin (mg) / toplam peynir alt1
suyu (9)
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0,6 mg/mL dozu i¢in yapilan hesaplama sonucunda; kapsiilleme verimliligi %66 olarak

hesaplanmistir. Yiikkleme kapasitesi ise 41,4 bulunmustur.

1 mg/mL dozu i¢in yapilan hesaplama sonucunda ise; kapsiilleme verimliligi %61,7

olarak hesaplanmustir. Yiikleme kapasitesi ise 61,7 bulunmustur.

Kapsiilleme verimliligi ve yiikleme kapasitesi literatiirdeki yayinlara kiyasla diisiik
bulunmustur. Bu nedenle ikinci deneme olarak Peynir alt1 suyu izolat1 (WPI) 5 mg/mL
olacak sekilde 4 °C' de gece boyunca deiyonize su icerisinde hidratlandiktan sonra 5,0
mg/mL WPI soliisyonuna 1,0 ve 2,0 mg/mL apigenin ilave edilmistir ve pH dongiisii

yontemine gore enkapsiile edilmistir.

1 mg/mL dozu i¢in yapilan hesaplama sonucunda; kapsiilleme verimliligi %72,4 olarak

hesaplanmistir. Yiikleme kapasitesi ise 90,2 bulunmustur.

2 mg /mL dozu i¢in yapilan hesaplama sonucunda; kapsiilleme verimliligi %97,65 olarak
hesaplanmistir. Yiikleme kapasitesi ise 390 bulunmustur. Literatiirde yer alan yayinlar ile
kiyaslandiginda kapsiilleme verimliligi %97,65 ile ideal olarak 2 mg/ml dozu deneylerde

kullanilmak tizere uygun bulunmustur.
4.3 Nanoenkapsiile Apigeninin Karakterizasyonu
4.3.1. Parcacik boyutu ve zeta potansiyeli 6lciimleri

pH 7.0 dispersiyonlarinin pargacik boyutu dagilimlarini belirlemek i¢in dinamik 11k
sacilimi (DLS) kullanilmistir. Hem parcacik boyutu hem de zeta potansiyeli dl¢limleri,

bir Zetasizer Nano-ZS serisi cihazla gergeklestirilmistir.
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Results

Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV): -8.51 Peak 1: -8.51 100.0 6.75
Zeta Deviation (mV): 6.75 Peak 2: 0.00 0.0 0.00
Conductivity (mS/cm): 0.0742 Peak 3: 0.00 0.0 0.00
Result quality : Good
Zeta Potential Distribution
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Apparent Zeta Potential (mV)
[ Record 29: API 2 ZP 2
a)
Results
Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV): -22.3 Peak 1: -26.3 57.0 3.85
Zeta Deviation (mV): 6.57 Peak 2: -16.5 430 3.78
Conductivity (mS/cm): 0.170 Peak 3: 0.00 0.0 0.00
Result quality : Good
Zeta Potential Distribution
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Record 27: API 1 ZP 3

b)
Sekil 4.3. a) 2 mg/ml ve b) 1 mg/ml enkapsiile API nanopartikiillerine ait (pH 7.4’te) zeta

potansiyel grafikleri.
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“ ORTALAMA BOYUT (nm) ORTALAMA ZETA POTANSIYEL
(mV)

1mg/mL API 520,7887 -22,8166667

2mg/mL API 511,453705 -9,32

Cizelge 4.1. Img/ml ve 2mg/ml enkapsiile API nanopartikiillerine ait 5 Ol¢timiin

sonucunda elde edilmis ortalama boyut (nm) ve ortalama zeta potansiyel (mV)

Statistics Graph (1 measurements)

Number (Percent)
©

1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

’i Mean with +/-1 Standard Deviation error barJ

Sekil 4.4. 2mg/mL enkapsiile API nanopartikiillerine ait 5 6lglimiin sonucunda elde

edilmis ortalama boyut (nm) grafigi

Ortalama partikiil boyutu referans alinan makaleye uygun bir sekilde 500 nm
civarindadir. Zeta potansiyel ise beklendigi gibi eksi degerdedir. Bu durum nanopartikiil

orneklerinin yiiksek stabiliteye sahip oldugunu gdstermektedir.

4.3.2. Fourier doniisiimii kizilotesi (FT-IR) spektroskopisi

Elde edilen ornekler olan, 2 mg/ml enkapsiile apigenin ve PBS icerisinde ¢oziilen peynir
alt1 suyu izolatinin yapisal Kkarakterizasyonu FT-IR analizi ile gergeklestirilmistir.
Uriinlere ait FT-IR spektrumlar1 Sekil 4.5.a ve 4.5.b’de sunulmustur.

Dondurularak kurutulmus 6rnekler, FT-IR spektrometresinin ZnSe kristali ile donatilmig
diiz tist plakasina dogrudan yerlestirilmis ve her numunenin 64 taramasindan 400-6000

nm arasinda tarama yapilmistir.
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Sekil 4.5. a) PBS igerisinde ¢oziilen peynir alt1 suyu izolatinin FT-IR spektrumlari b) 2

mg/ml enkapsiile apigenin FT-IR spektrumlari

Orneklere ait FT-IR spektrumlari incelendiginde, 3295-2850 cm™ arasinda degisen pikler
-OH gerilme titresimlerini ifade etmektedir, bu durum yapidaki su varligindan
kaynaklanir.

Islenmemis peynir alt1 suyu proteinin 1502,50 cm Y'deki emilim zirvesi, pH dongiisii

isleminden ve kapsiillemeden sonra 1500,59 cm ™'

e kaymistir; bu, apigenin ve peynir altt
suyu proteinleri arasindaki fiziksel baglanmay1 ve hidrofobik etkilesimi gostermektedir.
Amid 2 bantlari, proteinlerin ikincil yapist ile ilgili 6zellikleri yansitan bantlardir.

Kapsiilleme Oncesi ve sonrasinda emilim zirvesinde meydana gelen kayma hidrofobik
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etkilesimlerin meydana geldigini ve apigeninin peynir alt1 suyu proteinine non-kovalent
sekilde baglandigini gostermektedir [32].
Tiim bu sonuclar 151831nda enkapsiile apigeninin basarili bir sekilde olusturuldugunu

sOyleyebiliriz.

4.3.3. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)

Hazirlanmis 1 mg/ml ve 2 mg/ml konsantrasyonlarda enkapsiile edilmis apigenin
orneklerinin boyut ve sekilleri SEM ile incelenmistir. SEM 6rneklerinin goriintiileri Sekil

4.6a ve 4.6b’de sunulmustur.

113 nm J"ﬁs nm

421 nm 123 nm

169 nm

SEM MAG: 50.0 kx WD: 5.32 mm GAIA3 TESCAN|

SM: ANALYSIS Det: SE
SEM HV: 10.0 kV BI: 8.00 HUNITEK |\ /|

SEM MAG: 40.0 kx WD: 5.72 mm 111l GAIA3 TESCAN

SSE':ﬁ :3A1L::Il(sv :I“BT:) e HUNITEK
Sekil 4.6. a) 5,0 mg/mL WPI'de 1,0 mg/mL API ile hazirlanan nanodispersiyonun SEM
goriintiisii b) 5,0 mg/mL WPI'de 2,0 mg/mL API ile hazirlanan nanodispersiyonun SEM

goruntusu

Her iki konsantrasyonda hazirlanan dispersiyonlarin SEM goriintiileri incelendiginde
yapisal olarak diizgiin kenarli, yuvarlak sekilli nanopartikiiller bulunmustur. Ancak
nanopartikiillerin esit bir sekilde dagilmadigi, agregasyona rastlanan goriintiiler de
bulunmaktadir. Bunun nedeninin, pH dongiisii deneyinin ardindan olugan yogun peletin
besiyeri icerisinde yeteri kadar ¢oziilmeden goriintiilerin ¢ekilmesi kaynakli olabilecegi

diistiniilmektedir.
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4.4. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

5 mg/mL WPl igeren dispersiyonlarin pH dongiisii isleminden nce ve 2 mg/mL apigenin
ile kapsiillemeden sonra molekiiler agirlik degisikliklerini analiz etmek i¢cin SDS-PAGE
kullanilmistir. Apigenin peynir altt suyu proteini izolati ile nanoenkapsiilasyonunun
saglandig1 pH dongiisii yontemi sirasinda meydana gelen her pH degisiminde SDS-PAGE
deneyinde kullanilmasit amaci ile 6rnek alinmistir. Alinan ornekler pH dongiisii
isleminden Once, pH=13"te alinan o6rnek, pH=10’da alinan 6rnek ve pH dongiisii
isleminden sonra pH= 7’de alinan 6rnek olarak siralanmistir. Ayrica peynir alt1 suyu
proteini ile enkapsiillenmeden 6nce protein varligi bulunmayan stok Apigenin de kontrol

olmas1 amaci ile kuyucuga yiiklenmistir.
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Sekil 4.7. Dispersiyonlarin molekiiler agirliklarinin SDS-PAGE deneyi ile tespiti

S; Molekiiler Agirlik Standart1 250-10 kDA, A; stok Apigenin, 1; pH dongiisii 6ncesi
dispersiyon, 2; pH:13 dispersiyonu, 3; pH:10 dispersiyonu ve 4; pH 7’deki dispersiyon
(pH dongiistiniin sonu)

SDS-PAGE deneyinde yiiklenen tiim pH kosullarinda 6rnekler yaklasik olarak 15 kDa
civarinda bant vermistir. Bu durum bize protein bilesenlerinin molekiiler agirlik agisindan

sabit kalarak biiyiik oranda degismedigini gostermektedir.
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Apigenin bir flavonoid oldugu i¢in protein icermemektedir. Stok apigenin yiiklenen

kuyucukta beklenen sekilde bant olugsmamustir.

4.5. Apigeninin Sitotoksisitenin Degerlendirilmesi

45.1. MTT Yontemi ile Hiicre canhihiginin Belirlenmesi

Hiicre canlilik analizi (MTT) sonuglar1 Sekil 4.7 ’de sunulmustur.
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Sekil 4.8. Hiicre canlilik analizi (MTT) sonuglar1 a) 24. Saat, b) 48. Saat

24 saat siireyle enkapsiile ve enkapsiile edilmemis olan apigeninin (Serbest) farkli dozlar
ile uyarilan hiicrelerin MTT analiz sonuglarinin istatistiksel analizleri neticesinde tim

orneklerin dahil edildigi Kruskal Wallis H analizinde p degeri <0,001 bulunmustur.
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Kontrol ile kiyaslandiginda enkapsiile edilmemis apigenin dozlarindan 50, 40, 20 ve 10
dozlar1 istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. 30 dozunda p degeri 0,043
bulunmustur. Grafikte de goriildiigii lizere enkapsiile edilmemis apigeninin 24 saat siire
sonunda hiicre canlilig1 izerine olumsuz bir etkisi tespit edilmemistir. Enkapsiile apigenin
dozlarinda 50E, 40E, 30E ve 20E, dozlarinda p=0,021 bulunmustur, istatistiksel olarak
anlamli kabul edilmektedir.

Serbest apigenin ve enkapsiile apigeninin ayni1 dozlari birbirleri ile kiyaslandiginda 10-
10E dozlar1 disinda hepsi istatistiksel olarak anlamli (p<0,050) bulunmustur. 10 ve 10E

dozlarinin p degeri 0,083 bulunmustur.

Hiicrelerin belirlenen enkapsiile edilmemis ve edilmis olan apigenin dozlar1 ile 48 saat
inkiibasyon sonunda gergeklestirilen MTT analizlerinin istatistiksel analizi sonucunda,
tim Orneklerin dahil edildigi Kruskal Wallis H analizinde p degeri <0,001 olarak
bulunmustur. Ikili gruplarin kiyaslandigi Mann-Whitney U testinde kontrolle kiyaslanan
tim dozlar igerisinde 30, 20, 10 uM enkapsiile edilmemis apigenin dozlarinin hiicre
canlilig1 izerine istatistiksel olarak anlamli bir etkisi bulunmamastir. Test edilen tiim diger
dozlarin ise kontrol ornegi ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli olarak (p

<0,050) hiicre canliligini azalttig1 belirlenmistir.

Serbest apigenin ve enkapsiile apigeninin ayn1 dozlar birbirleri ile kiyaslandiginda S0uM
ve 40uM dozlar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmemistir. Serbest ve
enkapsiile apigeninin 30uM, 20uMve 10uM dozlarinin hiicre canlilig iizerine etkileri
kiyaslandiginda ayni dozlar arasinda 48 saat sonunda istatistiksel olarak anlamli (p <0,05)

fark bulunmustur.
4.5.2. LDH testi ile Hiicre Canhihi@imin Belirlenmesi

Keratinositler i¢in 6ldiiriicii olmayan enkapsiile edilmis ve edilmemis apigenin dozunu
belirleyebilmek i¢in metot kisminda belirtilen sekilde zaman ve doz-cevap deneyleri

gerceklestirilmistir. LDH sitotoksitesi asagidaki formiil ile hesaplanmistir.

% Sitotoksite = (Bilesik islenmis LDH aktivitesi- Spontan LDH aktivitesi + Maksimum
LDH aktivitesi- Spontan LDH aktivitesi) x 100
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Sekil 4.9. a) 24 ve b) 48. Saatlerde elde edilen % Sitotoksite degerleri (LDH Testi

Sonuglart)

Hiicrelerin belirtilen dozlarda enkapsiile edilmis ve edilmemis apigenin ile 24 saat siire
uyarilmasi sonrasinda gercgeklestirilen LDH testi sonucunda elde edilen % sitotoksisite
degerlerine bakildiginda enkapsiile edilmemis olan 50uM apigenin dozu haricinde diger
enkapsiile edilmis ve edilmemis apigenin dozlarindan elde edilen sitotoksisite degerleri
nin kontrolden daha diisiik oldugu gozlemlenmistir. 24 saat LDH Sitotoksite Testi
verilerinin analizi sonucunda de tiim gruplarin bir arada degerlendirildigi Kruskal Wallis
H. analizinde p degeri <0,001 olarak bulunmustur. Gruplar kontrol grubu ile ikili olarak

kiyaslandigi (Mann Whitney U) analiz sonucunda serbest apigenin grubundan 20,10
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gruplar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). 50, 40, 30 gruplar1 kontrol
grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur. 20uM ve 10 uM dozlarinda
tespit edilen anlamlilik ise kontrole kiyasla daha az sitotoksik bulunmasindan
kaynaklanmaktadir. Enkapsiile apigenin dozlarinda kontrol grubuyla kiyaslandiginda
50E, 40E, 20E ve 10E gruplar istatistiksel olarak anlamli (p <0,05) bulunmustur. Ayni
sekilde farkin nedeni enkapsiile apigenin dozlarinin uyarilmamis olan kontrol grubuna

kiyasla sitotoksisite degerlerinin daha diigiik olmasindan kaynaklanmaktadir.

Serbest apigenin ve enkapsiile apigeninin ayni dozlar1 birbirleri ile kiyaslandiginda ise
30uM ve 10uM dozlar istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir. 50uM ,40uM ve 20uM
dozlari ise istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) bulunmustur. 50uM, 40uM ve 20uM
enkapsiile apigenin dozlar1 ayn1 miktar enkapsiile edilmemis apigenin dozlarina kiyasla

daha az sitotoksik olarak belirlenmistir.

Enkapsiile edilmis ve edilmemis apigenin ile 48 saat siire uyarilmasi sonrasinda
gerceklestirilen LDH testi sonucunda elde edilen % sitotoksisite degerlerine bakildiginda
enkapsiile edilmemis olan 50uM ve 40uM apigenin dozu haricinde diger enkapsiile
edilmis apigenin dozlarindan elde edilen sitotoksisite degerlerinin kontrolden daha diisiik
oldugu gozlemlenmistir. Enkapsiile edilmis olan apigenin dozlarmnin % sitotoksisite
degerleri kontrolle kiyaslandiginda ise tiim dozlarin kontrolden daha diisiik veya kontrole
yakin sitotoksisite degerlerine sahip oldugu belirlenmistir. 48 saat sonrasi1 LDH
Sitotoksite Testi sonucunda elde edilen verilerin istatistiksel analizde tiim gruplarin bir
arada degerlendirildigi Kruskal Wallis H. analizinde p degeri <0,001 bulunmustur.
Gruplar kontrol grubu ile ikili olarak kiyaslandiginda ise tiim gruplar ile kontrol grubu
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0,05). Enkapsiile apigenin
dozlarinda kontrol grubuyla kiyaslandiginda tiim dozlar istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur. (p<0,05)

Enkapsiile apigenin dozlar ile enkapsiile olmayan apigenin dozlar kiyaslandiginda hem
24 saat hem de 48.saatlerde enkapsiile apigenin igceren dozlarin enkapsiile olmayanlara
kiyasla daha az sitotoksik ve kontrole kiyasla ise 24 ve 48. saatte 50uM ve 48. saatte
40uM enkapsiile edilmemis apigenin dozlar1 hari¢ toksik olmadig1 sonucuna varilmistir.
24 saat sonunda Olgiilen sonuglara kiyasla 48.saatte Olcililen sonuglarda sitotoksite daha
da diisiik bulunmustur. Bu sonuglar 15181nda, enkapsiile apigenin dozlarinin hiicreye

toksik etki gostermedigi sonucuna varilmigtir. LDH deneylerinden elde edilen sonuglar
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MTT deney sonuglart ile birlikte degerlendirildiginde hiicre kiiltiirii deneyleri i¢in uygun
20 uM (diisiik doz) ve 40 uM (yiiksek doz) olarak se¢ilmistir.

4.6. In Vitro Cizik Testi /Migrasyon Testi Sonuglar

Atopik dermatitte kasint1 sonucu olusan yaralarin iyilesmesi iizerine apigeninin etkisini

belirlemek i¢in in vitro yara modeli olarak ¢izik testi yapilmistir.

0.glinde kuyucugun ortasinda olusturulan ¢izik modelinin 0. Saat, 24. Saat ve 48.saatlerde
dijital kameraya bagli 151k mikroskobu araciligi ile goriintiileri alinmistir. Her bir kosul
icin 3 kuyucuk hazirlanmis ve her kuyucuk i¢in 3 goriintii alinmistir ve yara alan1 Image
J programi iizerinden hesaplanmistir. Sonuglar her kuyucuk i¢in; alinan 3 goriintiiniin
ortalamasina gore hazirlanmistir. Saatlere bagli olarak hesaplanan % yara iyilesme

formiilii asagida verilmistir.

% Yara lyilesme=T ,-T,/ T, * 100

Kontrol 20F 40F 20E 40E

N & r - -
H Y = ¢ Al

. - - - -

- L - - ;

Sekil 4.10. IL-4, 1L-13 ve TNF-a ile Atopik Dermatit modeli olusturulan HaCaT

hiicrelerinde enkapsiile (20E ve 40E) ve enkapsiile olmayan (20F ve 40F) apigenin

dozlarmin yara iyilesmesi iizerine olan etkisinin ¢izik testi ile belirlenmesi
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Kontrol 20F 40F 20E 40E

0.Saat

24.Saat

h - -

Sekil 4.11. Stimiilanlar araciligi ile stimiile edilmeyen (atopik dermatit modeli
olusturulmamais olan) HaCaT hiicrelerinde enkapsiile (20E ve 40E) ve enkapsiile olmayan
(20F ve 40F) apigenin dozlarinin in yara iyilesmesi iizerine olan etkisinin ¢izik testi ile

belirlenmesi

Atopik dermatit modeli olusturulan plakada 24.saat ve 48.saatte yara iyilesme yiizdelerine
bakildiginda kontrol grubunun 48.saatte tamamen kapandigi gozlemlenmistir. Enkapsiile
edilmis apigenin ile uyarilan ve enkapsiile olmayan apigenin ile uyarilan hiicrelerde
kullanilan her iki apigenin dozunda da kontrol grubuna kiyasla kapanma hizinin daha

yavas oldugu belirlenmistir.

Kosullar kendi aralarinda kiyaslandiginda; enkapsiile apigenin ile stimiile edilen
hiicrelerdeki kapanma yiizdesinin enkapsiile olmayan apigenin dozlarina kiyasla kontrol
grubuna daha yakin oldugu ve yara iyilesmesinin daha hizli oldugu tespit edilmistir.
20uM enkapsiile apigenin dozu ile 40uM enkapsiile apigenin dozu kiyaslandiginda ise
24. saat sonunda 20uM enkapsiile apigenin uygulanan 6rneklerde kapanma hizinin daha

fazla oldugu soylenebilir.

Benzer sekilde atopik dermatit modeli olusturulmayan plakta kontrol grubu enkapsiile
apigenin dozlar1 ve enkapsiile olmayan apigenin ile hazirlanan dozlara kiyasla daha hizli

kapanmuistir.

Hazirlanan iki plaka i¢in yara iyilesme yiizdelerini ve saatleri i¢eren grafikler asagida

sunulmustur (Sekil 4.12).

42
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Sekil 4.12. Cizik migrasyon testi ile elde edilen 24 saat ve 48 saatte yara iyilesme
yiizdelerinin gosterilmesi a) IL-4, IL-13 ve TNF-a ile Atopik Dermatit modeli olusturulan
hiicreler kullanilarak b) Sitokinler ile stimiile edilmeyen (atopik dermatit modeli

olusturulmamas) hiicreler kullanilarak elde edilmis sonuglara ait grafikler

Hiicrelerin belirlenen (20uM ve 40 uM) enkapsiile edilmemis ve edilmis olan apigenin
dozlar1 ile 24 ve 48.saatlerde gergeklestirilen ¢izik mihrasyon testinin istatistiksel analizi
sonucunda, AD hiicre modeli olusturulan plakalarda gruplarin kendisi arasinda 24 saat ve
48 saat karsilastirmalarinda uygulanan her doz istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

(p<0,05). 48 saat sonunda enkapsiile edilmis apigenin dozlarinin (20E-40E) enkapsiile
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edilmemis apigenin dozlarina kiyasla (20F-40F) yaranin anlamli derecede iyi kapandigi

goriilmiistiir.

4.7. ELISA ile inflamatuar Sitokin Seviyelerinin Belirlenmesi

Apigenin uygulamasi sonucu insan keratinosit hiicrelerinden salinan ve atopik dermatit
patolojisinde etkili olan TSLP, IL-1pB, IL-22 ve IL-6 miktarindaki degisimlerin tayin
edilmesinde ELISA yontemi kullanilmasi amaglanmistir. Gergeklestirilen ELISA
deneylerinde hiicre kiiltiir siipernatanlarinda IL-22 protein seviyeleri Ol¢iilebilir diizeyde

tespit edilememistir. IL-22 ELISA 6l¢iimiine ait standart grafik Sekil 4.13’te verilmistir.
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Sekil 4.13. IL-22 ELISA standart grafigi

TSLP ELISA analizi sonucunda da 6 uyarim grubuna ait toplam 30 6rnekten sadece 12
sayida ornekte Olgtilebilir diizeyde TSLP proteini tespit edilmistir. Elde edilen veriler
istatistiksel analiz yapmaya elverigli olmamistir. TSLP ELISA 06l¢limiine ait standart

grafik Sekil 4.14’ te verilmistir.
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Sekil 4.14. TSLP ELISA standart grafigi

ELISA deneylerinde 6lgiilebilir sonuglar yalnizca IL-6 ELISA deneyinde elde edilmistir.
Elde edilen sonuglara ait grafik Sekil 4.15’te yer almaktadir.
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Sekil 4.15. Hiicre kiiltiir siipernatanlarinda IL-6 protein miktarindaki degisimlerin ELISA

Konsantrasyon (pg/ ml)

deneyi ile tayini

Yapilan istatistiksel analizler sonucunda ikili karsilastirmalarin gergeklestirildigi Mann-
Whitney U testi sonucunda AD modeli uygulanmayan hiicrelerle kiyaslandiginda
beklenildigi tizere AD modeli uygulanan kosullarda enkapsiile edilmemis 20uM (F20)

apigenin ile uyarilmis kosul disinda her uyarimda IL-6 protein seviyeleri istatistiksel
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olarak anlamli bulunmustur (p<0,050). AD modeli uygulanmis olan ancak apigenin ile
uyarilmamis hiicrelerden elde edilen IL-6 protein seviyeleri ile enkapsiile edilmis veya
edilmemis apigenin uygulanmis olan AD modeli uygulanmis olan hiicrelerden elde edilen

IL-6 protein seviyeleri arasinda ise istatistiksel anlamli bir fark tespit edilememistir.

Deneyler sonucunda elde edilen siipernatanlarin yeterli olmamasi nedeni ile planlanan
IL-18 ELISA o6l¢timii gergeklestirilememistir.

ELISA deneylerinden yeterli veri elde edilememesi nedeni ile 1L-6, IL-13 ve TSLP
genlerine ait ifade diizeylerindeki degisimin Gerg¢ek Zamanli PZR ile degerlendirilmesine

karar verilmistir.

4.8. Gercek Zamanh PZR ile Sitokin Seviyelerinin Belirlenmesi

Gen ifadelerindeki degisim 22T metodu kullanilarak hesaplanmis ve deger kat artigt

seklinde hesaplanarak verilmistir.
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Sekil 4.16. Apigenin ile uyarim sonrasinda Atopik dermatit patolojisinde énemli olan a)
IL-6, b) IL-1pB, c) TSLP genlerin ifadesindeki degisimin gosterilmesi (AD f; stimiilanlar
araciligi ile stimiile edilmemis hiicre, AD; stimiilanlar ile stimiile edilmis hiicre, F20; stok
apigenin 20 uM dozu, E20; enkapsiile apigenin 20 uM dozu, F40; stok apigenin 40 uM
dozu, E40; enkapsiile apigenin 40 uM dozu)

Yapilan istatistiksel analizler sonucunda tiim 6rnekler birbiri ile kiyaslandiginda IL-6
ifade diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli (p degeri <0,01) fark bulunmustur.
Ikili kiyaslamalarda ise AD modeli uygulanmamus hiicrelerden elde edilen ifade diizeyleri
ile diger tiim gruplar arasinda (p<0,050) istatistiksel olarak anlaml fark tespit edilmistir.
AD olmayan grup ile AD grubu kiyaslandiginda yaklasik 800 kat artis oldugu
gosterilmistir. AD grubu ile enkapsiile edilmis ve edilmemis apigenin ile uyarilan dozlar
kiyaslandiginda da IL-6 ifade diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli (p<0,050)
fark bulunmustur. Apigenin uygulamasinin AD modeli ile artmig olan IL-6 ifade
seviyelerini anlaml sekilde azalttig1 gosterilmistir. Ayrica 20uM enkapsiile apigenin
uygulamasinin ayni doz enkapsiile olmayan apigenin uygulamasina kiyasla istatistiksel

olarak anlamli (p=0,011) derecede IL-6 ifadelerini daha fazla azalttig1 belirlenmistir.

Yapilan istatistiksel analizler sonucunda tiim 6rnekler birbiri ile kiyaslandiginda IL-1(3
ifade diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli (p degeri <0,05) fark bulunmustur.
AD olmayan grup ile AD grubu kiyaslandiginda yaklasik 1,5 kat artis oldugu
gosterilmistir. Enkapsiile edilmis apigenin ile uyarilan dozlar ile ve edilmemis apigenin
ile uyarilan dozlar kiyaslandiginda da IL-1p ifade diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli (p=0,050) fark bulunmustur. AD grubu ile uygulanan diger dozlar
kiyaslandiginda da F20 ve F40 gruplarindaki gen ifadelerindeki degisim istatistiksel
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olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Enkapsiile edilmemis apigeninin AD modeli
sonras1 artmig IL-1f ifade diizeylerini enkpsiile apigenin dozlarina kiyasla belirgin

sekilde azalttig1 gorilmistiir.

Yapilan istatistiksel analiziler sonucunda tiim 6rnekler birbiri ile kiyaslandiginda TSLP
ifade diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0,05). Hem AD
modeli uygulanmamig hiicrelerden elde edilen ifade diizeyleri ile hem de AD grubu ile
tim gruplar kiyaslandiginda F20 VE F40 gruplarinda istatistiksel olarak anlamli fark
tespit edilmistir (p<0,05). Serbest apigenin ve enkapsiile apigeninin ayn1 dozlar1 birbirleri
ile kiyaslandiginda E20-F20 ve E40-F40 dozlar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
tespit edilmistir (p<0,05). Enkapsiile edilmemis olan apigenin dozlarinin enkapsiile

apigenin dozlarina kiyasla TSLP ifadesini anlamli sekilde baskiladig1 gosterilmistir.
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5. YORUM

Atopik dermatit, giiniimiizde ciddi bir saglik sorunu teskil etmektedir. Diinya
genelinde bes yasindan onceki erken ¢ocukluk doneminde belirtilerine rastlansa
da cocukluk caginda ve yetiskinlik doneminde de siklikla rastlanan bir cilt
rahatsizlig1 haline gelmistir. Uzun siireli kasinti, kizariklik, rahatsizlik verici
berrak sivili lezyonlar gibi semptomlari ile atopik dermatit hastaligindan etkilenen
bireylerde hem psikolojik ve fizyolojik hem de maddi sikintilara yol agmaktadir.
Ayn1 zamanda, doktorlar tarafindan oneriler sonucunda kullanilan topikal ilaglar
da gegici siire ile semptomlarin hafiflemesini ve iyilesmesini saglasa da hastalar
tizerinde semptomlarin tamamen yok olmasini saglamamaktadir. Kullanilan
ilaglar ile iyilesmenin tam olarak saglanamamasinin yaninda steroidal ilaglarin
uzun siireli kullaniminin bir¢ok yan etkisi bulunmaktadir. Bu yan etkilere ciltte
meydana gelebilen atrofiler, renk ve doku kaybi 6rnek verilebilir. Doktor tavsiyesi
dozunun disinda ve uzun siireli kullanim cilt kanserine de yol agabilir. Bu nedenle,
semptomlarin hafifletilmesi ve iyilesmenin saglanmasi amaci ile bitki kaynakl

alternatif tedavilerin bulunmasi ihtiya¢ haline gelmistir.

Bitki kaynakli tedaviler sayesinde yan etkiler en aza indirgenebilir ve uzun stireli
kullanim daha elverisli bir hal alabilir. Ikincil bitki metabolitlerinin bir sinifi
flavonoidler, gliniimiizde bitki kaynakli potansiyel tedavi yontemlerinin dnem
kazanmasi ile birlikte siklikla arastirilan bir konu haline gelmistir. Fitobilesik
olarak adlandirilan flavonoidlerin uygulama alanlarina 6zellikle alerjik insanlarin
tercihi olan organik boyalar, kirisiklik 6nleyici cilt bakim tirtinleri ve giiniimiizde
kullanicilarin da siklikla tercihi haline gelen bitki kaynakli kozmetikler 6rnek
verilebilir [40]. Flavonoidlerin terapdtik ajan olarak insan saghiginda fayda
sagladigr birgok alan bulunmaktadir. Bitkilerin kok, yaprak, govde ve
tohumlarinda siklikla rastlanan yaklasik olarak 10.000’den fazla flavonoid izole
edilmistir [42]. Flavonoidler, alt1 alt sinifa ayrilir. Bu siniflar arasinda, yaygin

olanlar asil olarak flavonlar ve flavonoller alt siniflaridir.

Apigenin, flavonlar sinifinda yer alan, oéne ¢ikan flavonoidlerdendir. Apigenin
flavonoidinin 6ne ¢ikmasinin sebeplerinden bazilari diisiik toksisiteye ve faydali
bir¢cok biyoaktiviteye sahip olusudur [43]. Apigenine, meyve, sebze ve ¢ay gibi

kurutulmus formlarda olduk¢a sik rastlanir. Apigenin flavonoidi ile yapilan
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caligmalar sonucunda, JAK/STAT, MAPK/ERK, PI3K/Akt/mTOR, NF-kB ve
Wnt/B-katenin sinyal yolaklarin1 modiile ederek anti-inflamatuar ve antioksidan
Ozellik gosterdigi tespit edilmistir [44]. Apigenin flavonoidin atopik dermatit
hastaliginda olusan kasinti, lezyonlu deri gibi semptomlar1 inflamatuar yolaklarin

baskilanmasi yolu ile iyilestirebilecegi diisiiniilmektedir.

Apigenin ile yapilan c¢alismalara bakildiginda topikal uygulamalarin deri
inflamasyonundaki etkileri atopik dermatit cilt ortami olusturulan fare
modellerinde degerlendirilmistir. Topikal uygulamalar sonucunda, fare
modelinde cilt tahribatinda uygulama oOncesine kiyasla anlamli bir diizelme
goriilmiistiir. Apigeninin topikal uygulamalarinda yapilan arastirmalarda akut deri
iltihabinin topikal apigenin uygulamasi ile iyilestigi ve su kaybinin onlendigi
sonucuna varilmistir [45]. Apigeninin atopik dermatit rahatsizligindaki tedavi
yaklagimlarindan biri de apigenin igeren besinlerin zengin olarak bulundugu
beslenme diizeni olusturulan farelerde lezyonlarda belirgin sekilde azalma
goriilmistiir [37]. Literatiirde yer alan ¢alismalar 1s18inda, Flavonlar alt sinifina
dahil olan apigenin flavonoidinin atopik dermatit hastaliginda berrak akintili
lezyonlarda azalma, iltihapta meydana gelen iyilesme ve su kaybinda belirgin bir

azalma oldugu ortaya konmustur.

Yapilan bu tez ¢alismasinda, apigenin flavonoidinin anti-inflamatuar etkilerini
degerlendirmek icin yapilan diger ¢alismalardan farkli olarak 3 boyutlu hiicre
kiiltiiri modeli olan yeniden yapilandirilmis insan epidermis modeli
kullanilmistir. Insan derisi hava ile temas eden epidermal bariyer seklinde taklit
edilmesi amaci ile yeniden yapilandirilmis insan epidermis modeli kullanilmasina
karar verilmistir. Olusturulan model sayesinde hiicre kiiltiirli ortaminda hiicreler
IL-4, IL-13 ve TNF-a ile uyarilarak atopik cilt yapisi taklit edilmistir. Bu
sitokinlerin segilme sebebi her ii¢ sitokinin de AD patogenezinde kritik roller
almasidir. IL-13 geninin, atopik dermatit cilt rahatsizliginda 6nemli
semptomlardan olan lezyonlu deride ekspresyonu belirgin sekilde yliksek
¢ikmaktadir. Kasintinin iletilmesinden sorumlu sinirlerin aktive edilmesinden de
IL-13 sorumludur [46]. Yapilan c¢alismalarda, alinan Orneklerde saglikli
kontrollerle karsilastirildiginda hem lezyonlu hem de lezyonsuz deride IL-13"lin
asirt  ekspresyonu meydana gelmistir [47]. IL-4 geninin atopik dermatit

hastaliginda etkisi incelendiginde, IL-4'lin asir1 ekspresyonu IgE iiretiminin
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artisina sebebiyet verir ve hastalik sonucunda deride meydana gelen iltihabin
artisgina yol acar. TNF- a da diger iki sitokin gibi cilt bariyerinde olusacak
deformasyonlara, epidermal biitiinliikte bozulmaya ve deride inflamasyonun

artmasina neden olabilir [48].

Literatiirde yer alan ¢aligsmalarda, agirlikli olarak fare derisi lizerinde ¢aligmalari
yapilmustir. Ancak insan derisi ve fare derisi biiyiik farkliliklar barindirmaktadir.
Ayni zamanda gelecekte muhtemel olarak kullanilabilecek ilaglara yonelik
yapilan arastirmalarda, denemelerin kisitli olmasi nedeni ile hiicre ¢alismalarinda
elde edilen basar1 gelecekte hiicre modeli ¢aligmalarinin 6ne ¢ikacagi sonucuna

varmamizi saglamistir [49].

HaCaT hiicrelerinin farklilagsmasi i¢in belirlenen genlerden lorikrin proteini
(LOR), epidermisin terminal olarak farklilastirilmasinda ve cilt bariyerinin
meydana gelisini kolaylastirir [50]. Filagrin bir epidermal bariyer proteinidir.
Filagrin proteini, deride suyun tutulabilmesi, pH diizenlenmesi ve deriye direng
kazandirmasi ile cilt bariyerinde olduk¢a onemlidir. Filaggrin geninde meydana
gelecek mutasyonlar, saglikli cilt bariyerinin penetrasyonuna ve alerjen
duyarlhiligina yol agar [51,52] Yapilan tez kapsaminda, tercih edilen bu {i¢ gen
araciligi ile keratinosit farklilagmas1 gosterilmistir. Bu sonuglar 3 boyutlu hiicre
kiiltiirii modeli olan yeniden yapilandirilmis insan epidermis modelinin basari ile
gergeklestirildigi  dogrulanmistir. Bu model tek tabakali sivi hiicre kiiltiir
modellerinin kullanildig1 atopik dermatitle iliskili ¢aligmalarla kiyaslandiginda
uygulanan modelin gercek cilt yapisina benzerligi nedeni ile ¢calismamizdan elde
edilen verileri diger ¢alismalara kiyasla gercek yagsam verilerine daha yakin veriler

olmasi nedeni ile daha 6nemli hale getirmektedir.

Apigenin peynir alt1 suyu proteini izolat1 ile nanoenkapsiilasyon i¢in pH dongiisii
yonteminden yararlanilmistir. Tez kapsaminda yapilan pH dongiisii yontemi, su
prensibi temel almaktadir. Fenolik hidroksil gruplarmin deprotonlanmasin
saglamak ve bunun sonucunda polifenoliin ¢dziinmesi, ardindan peynir alti
suyunun icerdigi kazeinatla molekiiler olarak baglanmasini saglama amaciyla ndtr
pH’a sahip ¢ozeltinin pH’1n1 13.0'e ¢ikararak, ardindan pH'1 kademeli olarak 7.0'a
diisiirme prensibine dayanir. Bu sayede polifenoller protonlanarak molekiiler
olarak baglandig1 kazeinatla ¢coker. Bunun sonucunda, 20-30 nm c¢apinda

partikiiller olarak birlesir [53,54]. Deney sonucunda elde ettigimiz yiiksek
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kapsiilleme verimliligi ise, pH dongiisii yonteminin apigenin ile peynir alt1 suyu
proteini arasinda gii¢lii bir etkilesim sagladigin1 ve kayiplarin ¢ok az oldugunu
kanitlar niteliktedir. Partikiil boyutu ve zeta potansiyel Ol¢limii deneyleri,
sonucunda ortalama partikiil boyutu referans alinan makaleye uygun bir sekilde
500 nm civarinda bulunmustur. Negatif zeta potansiyel, partikiillerin birbirini
elektrostatik olarak iterek stabil kaldigin1 gdsterir. Zeta potansiyel ise literatiirde
yapilan ¢caligsmalarla kiyaslandiginda, beklendigi gibi eksi degerdedir. Negatif zeta
potansiyel, partikiillerin birbirini elektrostatik olarak itmesi sayesinde stabil
kaldigim gosterir. Olgiim sonucunda elde ettigimiz negatif deger, nanopartikiil
orneklerinin yiiksek stabiliteye sahip oldugunu gostermektedir. Kapsiilleme
verimliligi ve zeta potansiyel sonuclari pH dongiisii yontemi kullanilarak
enkapsiilasyonun verimli bir sekilde gerceklestigi sonucuna varmamizi

saglamistir.

Literatiirde yer alan ¢aligmalar incelendiginde, siit proteini kullanarak apigenin
nanoenkapsiilasyon olusturmak ve enkapsiile apigeninin antikanser ve anti-
inflamatuar etkilerini incelenmistir. Yapilan ¢alismada, nanokapsiilleme
sonucunda insan kolorektal kanser hiicrelerinde apigeninin hiicresel alinimi
arrttigi ve yapilan fare deneylerinde oral biyoyararlanimin arttig1 tespit edilmistir.
Nanoenkapsiile apigenin ile kurkumin flavonoidinin birlikte kapsiillenmesi ile,
nitrik oksit liretimini engellemede ve proinflamatuar sitokinler olan TNF-a ve IL-
6’da azalma goriilmiistii [55]. Yapilan baska bir ¢alismada ise, polikistik over
sendromu (PCOS) olarak adlandirilan ve kadinlarda yaygin olarak goriilen bu
hastalikta kapsiillenmis apigenin ve Askorbik asit’in hastalik iizerindeki etkisi
degerlendirilmistir. Testosteronla tedavi edilen CHO (Cin Hamster yumurtalik
hiicreleri) hiicreleriyle yapilan in vitro testler, kapsiillerinin hiicre i¢i apoptozu

etkili bir sekilde azalttigini ve koruma sagladigini ortaya koymustur [56].

Deneylerimizde, Atopik dermatit kasinti sonucu olusan yara modelinde,
enkapsiile apigenin formlarinin enkapsiile olmayana kiyasla yara iyilesmesinde
olan etkinligi, hem de IL-6 ve TSLP gen ifadeleri iizerine serbest apigenine
kiyasla daha etkili olmasi enkapsiile apigeninin AD hastaliginda serbest forma

gore daha etkin oldugunu gérmemizi saglamistir.

SEM goriintiilerinin incelenmesi sonucunda elde edilen nanopartikiillerin

morfolojik yapilarinin diizgiin kenarli ve kiiresele yakin oldugu tespit edilmistir.
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Nanopartikiillerin kiiresel yapiya yakin olmasi olumlu bir sonugtur. Ancak
SEM’de kiimelenme gdzlenmesi, agregasyon olabilecegini diisiindiirmektedir.
Bunun nedeninin, pH déngiisii deneyinin ardindan olusan yogun peletin besiyeri
igerisinde yeteri kadar ¢oziilmeden goriintiilerin ¢ekilmesi kaynakli olabilecegi
diisiiniilmektedir. Apigenin flavonoidi suda ¢oziinemez. Dolayisiyla oncelikle
DMSO ile iyice ¢oziinmesi saglandiktan sonra besiyerinde seyreltilerek SEM’de
goriintii alinabilmesi i¢in drnek verilmesi ile daha iyi goriintiiler elde edilmesinin

miimkiin olacag: diisiintilmiistiir.

Apigenin peynir alt1 suyu proteini izolat:1 ile nanoenkapsiilasyonunun saglandigi
pH donglisii yontemi sirasinda meydana gelen her pH degisiminde alinan
orneklerle gerceklestirilen SDS-PAGE deneyinde tim pH kosullarina ait
yiiklenen ornekler yaklasik olarak 15 kDa civarinda bant vermistir. Bu durum bize
protein bilesenlerinin molekiiler agirlik agisindan sabit kalarak biiyiik oranda

degismedigini gostermektedir.

Bu wveriler 1s18inda, Apigenin flavonoidinin proteinleri stabilize etmis
olabilecegini sdyleyebiliriz, ¢iinkii pH 13 gibi ekstrem kosullarda bile bant
araliginda bir degisim gozlemlenmemistir. Protein bantlart dagilmamis ve
belirgindir, bu durum bize proteinlerin biiyiik oranda sabit kaldigini kanitlar
niteliktedir. Ayrica biitiin pH dongiilerinin yaklasik ayni bantlarda sonug vermesi
bize apigeninin pH dongiisii sliresince peynir alt1 suyu proteinlerin ¢oziiniirligiinii
korumaya yardimer oldugunu diislindiirmiistiir, proteinlerde bir ¢dkelme olsa

farkli molekiiler agirlikta bant vermesi gerekirdi.

Hiicre canliligimin tespit edilebilmesi adina, MTT ve LDH sitotoksite testi
yapilmistir. MTT deney sonuglar1 incelendiginde, enkapsiile olmayan serbest
apigenin, diisiik dozlarda (10-30 pM) hiicre canliligin1 artirabilirken, yiiksek
dozlarda (40-50 uM) sitotoksik etki gosterdigi goriilmektedir.

Enkapsiile apigeninde diisiik dozlarda (10uM-20uM), saf apigenine kiyasla biraz

daha fazla toksisite gorilmistiir.

Serbest apigenin dozlarinin MTT ve LDH testi sonuglarina bakildiginda, 50 pg/ml
serbest apigenin, LDH salimini en ¢ok artiran doz (%12,2) ve ayn1 zamanda hiicre

canliligini en ¢ok diisiiren doz (%50) bu verilere bakildiginda MTT ve LDH testi
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sonuglar1 olmasi gerektigi gibi zit goziikmektedir. 40 pg/ml’de sitotoksisite diisiik
oranda ortaya ¢ikmis ancak hiicre canliligi hala %75 civarinda tespit edilmistir.
30 pg/ml ve altindaki dozlarda sitotoksisitenin azaldigi ve ve hiicre canliliginin
korundugu gozlemlenmistir. 10 pg/ml serbest apigenin, %98 canlilik ile kontrolle
neredeyse ayni hiicre canliligmma sahip. Enkapsiile apigenin dozlarina
baktigimizda ise, serbest apigenine kiyasla belirgin sekilde daha diisiik
sitotoksisite gosterdigi goriilmektedir. 50uM ve 40uM enkapsiile apigenin
dozlarinda LDH salimi ¢ok diisiik (%2,8 ve %2,3), buna karsilik hiicre canliligi
yiiksek degerler vermektedir (%92 ve %95). 30uM ’de diisiik bir toksisite artisi
olmasina ragmen hala serbest forma kiyasla giivenli goziikkmektedir.10uM olan
en diisiik dozda hem LDH diisiik hem de hiicre canliligi en yiiksek olarak tespit
edilmistir. Bu sonuclar 15181nda, enkapsiile apigenin dozlarinin hiicreye toksik etki
gostermedigini, biyouyumluluk agisindan uygun bir yapida oldugunu

sOyleyebiliriz.

Atopik dermatit hastaliginin belirgin bir semptomu olan kasint1 sonucu olusan
yaralar tizerine apigeninin etkisini incelemek amaci ile gergeklestirilen ¢izik
testinin sonuglar1 incelendiginde, Atopik dermatit modeli olusturulan plakada
24.saat ve 48.saatte yara iyilesme yiizdelerine bakildiginda kontrol grubunun
48.saatte tamamen kapandigr goézlemlenmistir. Apigenin uygulanan kosullar
kendi aralarinda kiyaslandiginda; enkapsiile apigenin ile stimiile edilen
hiicrelerdeki kapanma yiizdesinin enkapsiile olmayan apigenin dozlarina kiyasla
kontrol grubuna daha yakin oldugu ve yara iyilesmesinin daha hizli oldugu tespit
edilmistir. Elde edilen sonuglar, apigeninin enkapsiilasyon islemi yapilmis
dozlarinin daha etkili oldugu ve enkapsiilasyon islemi sayesinde yara

tyilesmesinin hizlandig1 sonucuna varmamizi saglamistir.

Yapilan gergek zamanli PZR ve ELISA deneyleri sonucunda apigenin
uygulamasinin IL-6 gen ekspresyonu ve salimi iizerinde etkili oldugunu
gostermektedir. Atopik dermatit modeli uygulanmayan 6rneklere kiyasla atopik
dermatit modeli uygulanan 6rneklerde IL-6 seviyelerinin hem mRNA seviyesinde
hem de protein seviyesinde artmis olmasi atopik dermatit modelinin basarili bir
sekilde olusturuldugunu gostermektedir. IL-6 inflamatuvar hastaliklarin
patogenezinde rol oynayan dnemli bir sitokindir. AD hastaliginda, IL-6 ifadesinde

artis goriiliir bu durum alerjik enflamasyonda artisa sebep olur ve deri iltthabinin
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tetiklenmesinde rol oynar. Literatlirde yapilan aragtirmalarda, AD hastalarindan
alinan kan o6rneklerinde IL-6 diizeylerinin ELISA ile 6l¢iimii sonucunda, kontrol
grubuna kiyasla anlamli bir sekilde artmis IL-6 diizeyi tespit edilmistir [57].
Siddetli AD hastalarinda da kontrol grubu ile kiyaslandiginda farkin daha agik
oldugu (p<0,001) gorilmiistiir. Tez kapsaminda gercek zamanli PZR deneyleri
sonucunda ise apigenin uygulamasimnin AD modeli sayesinde artmis olan IL-6 gen
ifadelerini anlamli bir sekilde azalttigi gosterilmistir. Serbest apigenin veya
enkapsiile apigenin uygulamasi IL-6 gen ekspresyonunu anlamli sekilde
degistirmigtir. Ayrica 20uM enkapsiile apigeninin enkapsiile olmayana kiyasla
anlamli bir sekilde daha fazla IL-6 gen ifadesinde azalisa neden olmasi
enkapsiilasyonun apigeninin antienflamatuvar etkisini arttirdigin1 géstermektedir.
Bu durum, apigeninin IL-6 seviyelerini etkileyerek enflamasyonu modiile ettigini
gostermektedir. ELISA deneylerinden elde edilen IL-6 protein seviyeleri
kiyaslandiginda ise apigenin uygulamasinin IL-6 protein seviyesinde anlamli bir
azalis meydana getirmedigi gozlemlenmistir. Gen ifadesi diizeyinde gozlenen bu
azalmanin protein seviyesinde gozlenememis olmasi deney diizenegi geregi RNA
eldesi ve silipernatanlarin ayni zaman periyodunda elde edilmis olmasindan
kaynaklaniyor olabilir. mRNA diizeyinde goriilen degisim translasyonel
diizeydeki (protein sentezi) degisimden daha 6nce gergeklesmis olabilir. Protein
diizeyindeki degisimin goriilebilmesi i¢in daha uzun bir inkiibasyon siiresine

ihtiyag olabilmektedir.

Ozet olarak bu calisma sonucunda enkapsiile apigeninin enkapsiile edilmemis
olan apigenine kiyasla daha etkin oldugu ve tez kapsaminda uygulanan ytiksek
doz (40uM) apigenine kiyasla diisikk doz (20uM) enkapsiile apigeninin hem yara
iyilesmesinde hem de IL-6 ve TSLP gen ifadeleri lizerine olan etkileri nedeni ile
anti enflamatuvar olarak daha etkili oldugu gosterilmistir. Serbest apigenin veya
enkapsiile apigenin uygulamasi1 IL-6 gen ekspresyonunu anlamli sekilde
degistirmis olmasi, apigeninin anti-enflamatuvar bir etki gosterdigini ve atopik
dermatit gibi enflamatuvar hastaliklar i¢in potansiyel bir tedavi arac1 olabilecegini

diistindiirm{istiir.
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